VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE A TECHNOLOGIE OCHRANY ZIVOTNIHO PROSTREDI
INSTITUTE OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY OF ENVIRONMENTAL PROTECTION

ZAVEDEN| METODIKY STANOVENI AMONIAKALNIHO DUSIKU V
REALNYCH MATRICICH

INTRODUCTION OF THE METHODOLOGY FOR DETERMINING AMMONIA NITROGEN IN REAL MATRICES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Charles lan Linney

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Mgr. Renata Komendova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2025



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK2010/2024 Akademicky rok: 2024/25
Ustav: Ustav chemie a technologie ochrany
zivotniho prostredi
Student: Charles lan Linney
Studijni program:  Aplikovana analyticka,
environmentalni a forenzni chemie
Studijni obor: bez specializace

Vedouci prace: doc. Mgr. Renata Komendova, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:
Zavedeni metodiky stanoveni amoniakalniho dusiku v realnych matricich

Zadani bakalarské prace:

1. Vypracovani literarni reSerSe problematiky amoniakalniho dusiku a metod jeho stanoveni
a shrnuti vyhod a nevyhod téchto metod.

2. Vybér nejvhodnéjSiho postupu a metody stanoveni amoniakalniho dusiku s ohledem na matrici
vzorku, rychlost, citlivost, naro¢nost a na instrumentalni vybaveni laboratofe.

3. Optimalizace predupravy realnych vzorkd.

4. Validace navrzenych postup(l stanoveni amoniakalniho dusiku.

5. Ovéreni metodiky pfi analyze realnych vzorku.

6. Zhodnoceni dosazenych vysledka.

Termin odevzdani bakalarské prace: 26.5.2025:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplarl na sekretariat Ustavu.
Toto zadani je soucasti bakalarské prace.

Charles lan Linney doc. Mgr. Renata Komendova, prof. Ing. Jozef Kraj¢ovi¢, Ph.D.
student Ph.D. vedouci Ustavu
vedouci prace

V Brné dne 3.2.2025 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uc€eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakaldiska prace se zabyva navrzenim metodiky stanoveni amoniakalniho dusiku
v realnych matricich, zejména odpadnich produktech bioplynové stanice. Byl vybran
nejvhodnéjsi postup stanoveni s ohledem na matrici vzorku, laboratorni instrumentaci, rychlost,
citlivost a naro¢nost. Navrzena metodika se sklada ze dvou po sobé¢ jdoucich kroki, kterymi je
destilace a nésledné spektrofotometrické stanoveni pomoci mobilnich souprav. Destilace je
vybornou metodou pro separaci amoniakdlniho dusiku diky jeji selektivité. Vyuzitim
spektrofotometrické metody se docili, v porovnani s volumetrickou metodou, snizeni mezi
stanovitelnosti, a pouzitim mobilnich souprav, které jsou svymi vysledky srovnatelné
s laboratornim stanovenim, se zkrati doba analyzy. Metodika byla optimalizovéana pro dosazeni
presnych a spravnych vysledkl. K ovéfeni metodiky byly analyzovany vzorky digestatu, ktery
je odpadnim produktem bioplynové stanice. Je to nehomogenni material, bohaty na
amoniakalni dusik. Pomoci optimalizované metodiky bylo stanoveno procentudlni hmotnostni
zastoupeni amoniakalniho dusiku v téchto vzorcich, které se pohybovalo v rozmezi
0,18-0,55 %. Se snizujici se homogenitou digestatu klesalo procentudlni zastoupeni
amoniakalniho dusiku.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the design of a methodology for the determination of
ammoniacal nitrogen in real matrices, especially biogas plant waste products. The most
appropriate determination procedure was selected with regard to sample matrix, laboratory
instrumentation, speed, sensitivity and difficulty. The suggested methodology consists of two
consecutive steps, which are distillation and subsequent spectrophotometric determination
using mobile kits. Distillation is an excellent method for the separation of ammoniacal nitrogen
due to its selectivity. The use of the spectrophotometric method results in a reduction of the
limit of quantification compared to the volumetric method, and the use of mobile kits, which
are comparable to the laboratory determination, reduces the analysis time. The methodology
has been optimised to achieve accurate and correct results. To verify the methodology, samples
of digestate, which is the waste product of a biogas plant, were analysed. It is an inhomogeneous
material, rich in ammoniacal nitrogen. Using the optimised methodology, the percentage by
weight of ammonia nitrogen in these samples was determined and ranged from 0.18-0.55 %.
The percentage of ammonia nitrogen decreased with decreasing digestate homogeneity.
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Amoniakalni dusik, spektrofotometrie, destilace, digestat
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1. UVvOD

Amoniak je vyznamnou soucasti zivotniho prostfedi, at’ uz jsou jeho zdrojem ptirodni procesy
nebo lidské Cinnost. Je to plynna latka, kterd je nebezpecnd a toxicka. Vznika jako odpadni
produkt v zeméd¢lstvi, primyslu a doprav€é. M4 negativni vliv na atmosféru, pedosféru i
hydrosféru. Je vsak ale i velice dilezitou latkou, protoze je soucasti hnojiv a pouziva se jako
chladici médium. Rostliny vstiebavaji dusik jako formu Zziviny. V bioplynovych stanicich se
zpracovavaji rizné odpadni materialy piirodniho typu a pfetvaii tento material na bioplyn. Pfi
tomto procesu dochdzi ke vzniku odpadniho produktu, zvaného digestat. Digestat je
nehomogenni smés slozend ze separatu (pevna Cast) a fugatu (kapalna cast). Fugat je latka
bohatad na amoniakalni dusik, proto musi i digestat obsahovat amoniakalni dusik. Diky obsahu
amoniakalniho dusiku je mozné odpad z bioplynové stanice pouzit jako hnojivo. Tento proces
je velice ekologicky, protoze vyuziva odpadni produkt jako zdroj Zivin pro rostliny. Obsah
amoniakalniho dusiku v odpanim produktu se vSak meéni vlivem materidlu, ktery je
zpracovavan a preméiovan na bioplyn. Aby bylo mozné zastoupeni amoniakalniho dusiku
v tomto materidlu rychle a spravné zméfit, je diilezité zvolit vhodnou analytickou metodu. Proto
je cilem této prace navrhnout metodiku stanoveni amoniakalniho dusiku v redlnych matricich,
zejména odpadnich produktii bioplynové stanice. Pro vybér nejvhodnéjsiho zptisobu stanoveni
byl kladen ohled na rychlost, citlivost, nizkou naro¢nost a instrumentalni vybaveni potfebné ke
stanoveni. Amoniakalni dusik je mozné stanovit mnoha metodami. Mezi tyto metody patii
volumetrie, spektrofotometrie, elektrochemie i chromatografie. Pro stanoveni amoniakalniho
dusiku byla zvolena kombinace separace amoniaku destilaci a jeho nasledného kvantitativniho
stanoveni pomoci spektrofotometrické analyzy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vlastnosti dusiku a jeho slouc¢eniny

Dusik byl objeven ve druhé poloviné 18. stoleti némeckym chemikem Carlem Wilhelmem
Scheelem jako slozka vzduchu nepodporujici hoteni. Poté co bylo zjisténo, ze kyselina dusi¢na
je odvozena od dusiku, byl pojmenovan nitrogéne (ledkotvorny). Cesky néazev vznikl
piekladem z némeckého tvaru Stickstoff. Dusik je bezbarvy inertni plyn bez chuti a zdpachu.
Jeho chemicka znacka je N, je to sedmy prvek periodické soustavy prvki a ma proto sedm
protondl a sedm elektroni, spada do skupiny p® prvki, v periodické tabulce prvki se nachazi
v 15. skupiné a ve 2. fadku. Dusik je diky 5 valen¢nich elektrontim az ¢tyivazny. Jako molekula
N> je velmi nereaktivni, reaguje s jinymi chemickymi slou¢eninami az za vysoké teploty nebo
tlaku. Jako atomarni dusik je velmi reaktivni. Vzhledem k poctu valencnich elektroni ma
vysokou elektronegativitu [1]. Je to biogenni prvek. V pfirod€ ho miiZeme najit ve volné formé,
jako molekulu Nz, nebo ve vazané formé, jako amoniak (NH3), slouceniny s kyslikem, (oxid
dusny, oxid dusicity), kyselina dusi¢na nebo slouceniny obsahujici organicky vazany dusik
(N, Dusik se ve volné formé nachazi predevsim v atmosféfe, ve které je obsazen z
78 % [2].

2.2. Amoniak a amonné ionty

2.2.1. Chemické a fyzikalni vlastnosti

Amoniak, také znam pod pojmem CEpavek nebo azan, je tvofen dvéma plynnymi prvky, a to
dusikem a vodikem v poméru 1:3. Jeho chemicky vzorec je proto NH3. Z hmotnostniho
hlediska je zhruba z 82 % tvofen dusikem a 18 % tvofen vodikem. Molekula amoniaku ma tvar
trigonalni pyramidy. Jeho molarni hmotnost je 17,031 g/mol. Za atmosférického tlaku se
nachazi v plynné formé, a je bezbarvy, toxicky, ziravy, drazdivy a Stiplavé zapachajici. Je také
leh¢i nez vzduch, a proto v atmosféte stoupd nahoru. Diky volnému elektronovému paru je
zésadité povahy. Od 16 % po 25 % obsahu amoniaku ve vzduchu je také hotlavy [3]. V kapalné
a pevné formé& pii atmosferickém tlaku a pokojové teploté neexistuje. Jednotliva skupenstvi
amoniaku na zéklad¢ tlaku a teploty 1ze vidét na fdzovém diagramu viz Obr. 1 [4].
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Obr. 1 Fazovy diagram amoniaku [4]

Amoniak je velmi dobfe rozpustny ve vode¢, pfi reakcei s vodou vznikd hydroxid amonny, ktery
ma korozivni G¢inky na fadu materiala [5].

2.2.2. Vyskyt

V pifirodé¢ amoniak vznika mikrobidlnim rozkladem organickych zbytkd. Tedy prevazné
rozkladem Zivoc€ichti a produktt jejich Zivotni ¢innosti. a VEtSinou je vazan ve formeé amonnych
soli. Ryby vylu€uji vétSinu odpadniho dusiku ve formé& amoniaku. Ve formé chloridu
amonného, tedy salmiaku, se vyskytuje v okoli vulkanickych jevl. Amoniak byl nalezen i ve
velkych planetach slunecni soustavy a n¢kterych kometéach [6].

2.2.3. Vyroba amoniaku
Amoniak je jednou z nejvice vyrabénych latek na svété. Lze ho pfipravit n€kolika zpisoby.
Mezi jednodussi zplsoby patii reakce amonné soli se silnou zdsadou za vzniku amoniaku, soli
a vody, viz rovnice (1).

NH,Cl+ NaOH - NH; + NaCl + H,0 (1)

DalSim zplsobem, jak syntetizovat amoniak, je tepelnym rozkladem uhli¢itanu amonného, viz
rovnice (2) [7].
(NH,.),C03 —» 2NH; + CO, + H,0 (2)

Nejznaméjsim a nejpouzivanéjSim zplisobem, jak pfipravit amoniak, je ale Habertiv-Boschiv
zpusob syntézy. Rocné se syntetizuje 146 milionll tun amoniaku. Syntéza se uskuteciiuje v
zavodech s kapacitou 2-3000 tun amoniaku denné, a je o¢ekavan dalsi nartst. Cela syntéza je
zaloZena na reversibilni exotermické reakci dusiku s vodikem viz rovnice (3).

N, + 3H, = 2NH;4 AH® = —92k] - mol™1 3)



Vodik reaguje s dusikem za pouziti katalyzatoru pfi teplot¢ 670K a tlaku 10 az 30 MPa.

to zodpovida za spotiebu vétSiny energie. Vodik se totiz vyrabi z methanu ve vysokoteplotni a
tlakové trubici za pfitomnosti katalyzatoru (nikl). Syntéza amoniaku uvoliiuje do atmosféry az
290 miliont tun CO; ro¢né. Vyroba amoniaku se vzhledem k témto faktiim neda povazovat za
ekologicky proces. [9].

Vyroba syntézniho plynu Vyroba amoniaku
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Obr. 2 Schéma Haber-Boschova procesu [10]
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2.2.4. Syntéza Kkyseliny dusi¢né-HNO3
Kyselina dusi¢nd je vyznamna silnd mineralni kyselina. K jejimu objeveni doslo v roce 800
[11]. Je to bezbarva kapalina, kterd ma hustotu 1,513 g/cm?, m4 bod tani -42 °C a bod varu 83
°C. Na vzduchu se rozklada na kyslik, oxid dusi¢ity a vodu dle rovnice (4) [12; 13].

4HNO3; = 4NO, + 0, + 2H, 4)

Kyselina dusi¢na se prumyslové vyrabi oxidaci amoniaku za ptitomnosti katalyzatoru (platina)
pii zvySené teploté a zvySeném tlaku. Prvni reakce je samotnd oxidace amoniaku za vzniku
oxidu dusnatého a vody, viz rovnice (5).

Pti druhé reakci se déle oxiduje jiz vytvofeny oxid dusnaty na oxid dusi€ity, viz rovnice (6).
Tato reakce probih4 samovolné.

NO + 0, > 2NO, (6)

Posledni krok je reakce oxidu dusic¢itého s vodou za vzniku kyseliny dusi¢né, viz rovnice (7).

Kyselina dusi¢nd se pouzivad hlavé v primyslu pii vyrobé vybusnin pomoci nitrace, vyrobe
dusikatych hnojiv, barviv a lakt a také se pouziva jako okyslicovadlo [12; 14].
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2.2.5. Slouceniny amoniaku
Amoniak se vyskytuje ve volné formé, nebo ve formé& vazané, a to jako amonny kation NHy".

2.2.5.1. Chlorid amonny NH4Cl
Chlorid amonny je bezbarva krystalicka latka, rozpustna ve vod¢, jeji vodny roztok je slabé
kysely. Je také znam pod jménem salmiak. Je nebezpecny pro zivotni prostiedi. Pouziva se
k vyrobé amoniaku a jeho sloucenin, jako pajeci tavidlo a hnojivo [15].

2.2.5.2. Dusi¢nan amonny NH4NO3
Dusi¢nan amonny je bilé krystalicka latka, pouzivana jako hnojivo diky vysokému obsahu Zivin
ve formé dusiku. Je také zndma pod ndzvem amonny ledek. Je rozpustny ve vod¢. Dale se

pouziva jako vybusnina a jako nutrient pro antibiotika. Pti jeho spotitebé dochazi k produkci
toxickych oxidii dusiku (NO2) [16].

2.2.5.3. Siran amonny (NH4)2SO4
Siran amonny je bila krystalicka latka bez z&pachu, pouziva se zejména jako hnojivo. Je
rozpustny ve vodé€. Ve hnojivech snizuje pH pudy [17].

2.2.54. Hydrazin N2H4

Hydrazin je molekula amoniaku, kde jeden atom vodiku byl nahrazen molekulou-NHo. Je to
bezbarva kapalina s jemnym zdpachem po amoniaku. Je dost podobny molekule vody, jeho
teplota tani je 3 °C a teplota varu je 113,5 °C. Stejné jako ve vodé se vytvari vodikové mustky.
Pti jeho hoteni vznik4 molekula dusiku, voda a uvoliiuje se teplo, viz reakce . Proto se pouZiva
jako palivo do raket, dale se pouziva jako redukéni Cinidlo pfi syntéze chemikalii s vyuzitim
v zemeédé€lstvi a pti vyrobé& 1&Civ [18].

N,H, + 0, - N, + 2H,0 + teplo (8)

2.3. Pouziti amoniaku

2.3.1. Vyroba dusikatych hnojiv

Hnojiva jsou latky pfiddvané k rostlinam za celem jejich ristu, obvykle dodavaji zékladni
biogenni prvky jako dusik, fosfor a draslik. Dusikatd hnojiva dodavaji dusik ve formé&, kterou
dokéaZou rostliny vyuzit, jedna se o mocovinu, dusi¢nan amonny nebo siran amonny. Um¢éle se
pro vyrobu téchto latek pouziva plynny dusik N», ze kterého se pomoci Habertiv-Boschova
procesu vyrabi amoniak. A z toho se nasledné¢ uz méné narocnym zplisobem vyrabi hnojiva
[19]. Hnojiva lze d¢lit podle nékolik kritérii na pevnad (granule mocoviny) a kapalna
(mocovina), primyslova (vyrobena ¢lovékem) a organicka (hntij, kompost) a na dusi¢nanova
(rychle ptisobici) a amoniakalni (pomaleji pisobici) [20].

2.3.2. Amoniak jako palivo

Amoniak se v dnesni dob€ nejvice pouziva jako hnojivo, dale ke chlazeni, ¢isténi vody, vyroby
plasti. Také se pouziva k vyrobé€ syntetickych vldken jako nylon. V soucasnosti se zafina
uvazovat nad tim, jak pouzit amoniak jako palivo do spalovacich motorii. Vzhledem k tomu, Ze
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je dobrym nosi¢em vodiku se zacina uvazovat také nad tim, ze by se jednalo o alternativni
palivo v palivovych ¢lancich [21].

2.3.3. Amoniak jako chladici médium

Amoniak se pouziva jako chladici médium v primyslovych aplikacich. Jeho vyhodou je to, ze
se jedna o ptirodni chladivo s nulovym potencidlem poSkozeni ozonové vrstvy, neptispiva ani
ke globalnimu oteplovani, je tedy ekologicky Setrny. Diky své vysoké chladici kapacité a
nizkym provoznim nakladim se jedna o chladici médium vyhodné pro velké chladici systémy.
Amoniak ma vsak i nevyhody, jako je jeho vysoka toxicita, kde pii nizSich koncentracich ve
vzduchu miize zpiisobit otravu a pfi vysSich je hoflavy. Proto je dulezité dodrzovat jeho
bezpecnostni opatieni. Amoniak se pouziva v pruimyslovém chlazeni, v klimatizacich nebo také
v riznych chladicich zatizeni [22].

2.4. Vliv amoniaku a amonnych ionti na Zivotni prostredi

2.4.1. Zdroje zneciSténi

Amoniak patfi mezi vyznamné zneciStovatele Zivotniho prostfedi. Zdroje jeho emisi mohou
byt pfirodni nebo antropogenni [23].

24.1.1.  Zemédélstvi

V ramci zemédélstvi je amoniak jednou z nejvyznamnéjSich zneciStujicich latek, samotné
zemédéElstvi odpovida az za 90 % jeho emisi po celém svéte. V zeméd€lstvi vznikd amoniak
jako odpadni latka nckolika zplisoby, znichz nejvétsim zdrojem emisi amoniaku je chov
hospodaiskych zvifat, zejména téch, ptfi kterych vznikd hnidj nebo trus. Diky fekalnim
mikroorganismim, které produkuji enzym ureazu, ktery hraje kliCovou roli ve tvorbé amoniaku.
Amoniak pak vznikd z mocoviny nebo kyseliny mocové obsazené ve vykalech zvifat, mira
uvoliiovani se odviji od mnoha faktorti, mezi né patii teplota vzduchu, mnozstvi trusu/vykald,
sloZzeni krmné davky zvitat [24; 25]. Dal§im vyznamnym zdrojem emisi amoniaku je pouZivani
anorganickych dusikatych hnojiv. Mezi né patfi zejména dusi¢nan amonny a mocovina. Pokud
je hnojivo pouzivdno nadmérné¢ nebo nevhodné, dochazi k uvoliiovani amoniaku nejen do
ovzdusi, ale 1 do pidy a vody. K nejvétSim emisim dochazi, pokud je jako hnojivo pouzita
mocovina nebo digestat, které nejsou spravné zapraveny do pudy [25].

24.1.2.  Odpady

Zdroje emisi amoniaku z odpadi predstavuji vyznamnou slozku celkového zneciSténi
atmosféry, hydrosféry a pedosféry. Hlavni zdroje znecisténi jsou lidské odpady a komunélni
odpadni vody. Ve splaskovych vodach je amoniak uvoliiovan rozkladem mocoviny a dalSich
jinych dusikatych organickych latek pomoci mikroorganismt. U odpadnich vod vznikajicich
v chemickém primyslu také dochézi k produkci amoniaku. Pfi zpracovavani potravin, zejména
mlécnych vyrobki a masa, vznikaji odpady nebo odpadni vody s vysokym obsahem dusikatych
organickych latek, pfi jejich rozkladu vznikd opét amoniak. Amoniak se také uvoliuje
z kompostli a skladek, protoze v kompostu se rozkladaji zbytky vegetace a ve skladkach
dochazi opét k rozkladu organickych latek bohatych na amoniakalni dusik. Amoniak je také
uvoliiovan pfi koufeni cigaret, a 1 pfi samotném dychani organismi, tyto emise jsou vSak
zanedbatelné [26].
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2.4.1.3.  Primyslové procesy

Mezi vyznamné primyslové procesy, pii kterych dochéazi ke vzniku amoniaku jako vedlejsiho
produktu ve formé& soli amonného iontu, je vyroba bioplynu. Bioplyn se vyrabi anaerobni
fermentaci organickych materidli (organické odpady, plodiny a pfirodni zdroje)
v bioplynovych stanicich a jeho hlavnimi slozkami jsou methan a oxid uhli¢ity [27]. Proces
vyroby ma nékolik fazi, mezi né patii hydrolyza, ve které jsou rozlozeny komplexni slouceniny
vychoziho materialu, jako jsou polysacharidy, tuky a bilkoviny, na jednodus$si organické
slouceniny (aminokyseliny, monosacharidy a mastné kyseliny). Na této fazi se podili bakterie
uvoliujici enzymy, které tento material rozkladaji. V néasledné fazi acidogeneze jsou produkty
prvni faze dale rozkladany kyselinotvornymi bakteriemi na nizs$i mastné kyseliny, oxid uhlicity
a vodik. Ve fazi autogeneze dochazi k pfeméné na prekurzory, jimiz jsou kyselina octova, vodik
a oxid uhli¢ity. V posledni fazi methanogeneze dochazi k vyrobé methanu za spotieby vodiku
pomoci bakterii. Pokud probihaji tyto 4 faze v jedné nédrzi, jedna se o jednostupiiové zatizeni.
Jednostupiiové zafizeni nejsou vSak velice vykonnad, protoze jednotlivé bakterie maji rozdilné
zivotni podminky. Ve dvoustupiiovych zatizenich dochézi k vyssimu vykonu diky oddéleni
procesu hydrolyzy a acidogeneze od dalSich fazi. Vyroba bioplynu anaerobni fermentaci je
provadéna v riznych variantdch podle raznych kritérii jako jsou pocet procesnich stupit
(jednostupniovy, dvoustupiiovy, tiistupiiovy), procesni teplota (psychofilni, mezofilni,
termofilni), zpsobu pohybu substratu (pferusovany, poloplynuly, plynuly) a podil suSiny
v substratu (mokry proces, suchy proces) [28].
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Obr. 3 Hlavni komponenty jednostupiiové zemédeélské bioplynové stanice [28]
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Pti procesu vyroby bioplynu dochézi k vyrobé¢ také fermentacniho zbytku zvaného digestat.
Digestat je tmava, heterogenni tekutina obsahujici organické a anorganické latky. Z digestatu
lze fyzikalnimi procesy odd¢lit separat (pevna Cast, ma vlaknitou strukturu, obsahuje
nerozlozenou frakci organickych latek) a fugat (kapalnd ¢ast). Fugat obsahuje vysoky podil
zivin, ve form¢ dusiku (ten je obsazen ve form& amoniaku), fosforu a drasliku, jeho pH se
pohybuje okolo 7-8 a obsahuje suSinu v rozmezi 2-13 %. Diky vysokému obsahu zivin mé
srovnatelné vynosy jako mineralni hnojiva pii pouziti jako hnojivo [29].

2.4.14. Doprava
Doprava také pfispiva k amoniakalnimu znecisténi Zivotniho prostfedi, zejména atmosféry.
K emisi amoniaku dochazi pti spalovani fosilnich paliv ve spalovacich motorech. Ve
vznétovych motorech se s vyfukovymi plyny misi moc¢ovina, kterd s vodou produkuje amoniak
pro odstranéni NOx. Pokud je pfidavano ptili§ mnoho mocoviny dochézi k emisim amoniaku.
Také zptsobuji sekundéarni znecisténi, protoze pii spalovani pohonnych hmot dochdzi k emisi
oxidl dusiku, které nasledné v atmosféfe reaguji za vzniku amoniakélnich sloucenin.

2.4.1.5. Prirodni zdroje
Ke znecisténi zivotniho prostiedi amoniakem dochézi také z ptirodnich zdroji. Hlavnim
zdrojem je rozklad organickych materidli v pidé [30]. Déle Zivoc¢ichové mohou vylucovat
amoniak, zejména ryby, které vylucuji amoniak jako produkt metabolismu [23]. DalSim
zdrojem znec€iSténi je vétrna eroze pidy, pii které dochéazi ke vzneSeni Castic, které mohou
obsahovat amoniak. Pfi pozaru lesit mize dochédzet k nedokonalému spalovani, a tedy vzniku
amoniaku a znecist'ujicich latek.

2.4.2. Znecisténi slozek zivotniho prostiedi

Amoniak je sloucenina s vyznamnym dopadem na Zivotni prostfedi. M4 negativni G€¢inky na
zdravi zivo¢icht a riznych ekosystémil. Jeho emise se musi monitorovat a pfi pfili§ velkém
uniku 1 regulovat, aby nebyl tak velky dopad na zivotni prostfedi. Negativni ti€¢inky amoniaku
maji vliv zejména na hydrosféru, ale i1 také atmosféru a pedosféru [31].

2.4.2.1. Atmosféra

Jak jiz bylo zminéno dfive v textu, amoniak je plynna latka, proto se miiZze uvoliiovat do
atmosféry v plynné podobé. M4 fadu negativnich vlivli na atmosféru. V atmosféfe reaguje
spole¢né s kyselymi plyny jako jsou oxid sifiCity a oxidy dusiku a tim se podili na tvorbé
kyselych destt. To zplsobuje zvySeni kyselosti pud. Déle také ptispiva k fotochemickému
smogu [30]. Ten vznikd v méstskych oblastech b&hem horkych a slune¢nych letnich dnd.
Zdrojem tohoto smogu jsou vyfukové plyny, znecistujici latky a UV zafeni. Dochazi
k vytvofeni ozonu rozpadem oxidl dusiku. Pfi vysoké koncentraci miZe mit tento piizemni
ozon negativni dopad na lidské zdravi, tedy zplsobovat kasel, skrabani v krku, malatnost,
bolesti hlavy, zvyseni krevniho tlaku a otok plic. V Cesku se tento smog vyskytuje hlavngé
v severnich Cechach a na Ostravsku [32]. Také pii nadmémém uvoliiovani amoniaku do
atmosféry se zvySuje celkové mnozstvi dusiku v atmosfére, to hraje roli v cyklu dusiku
v atmosféfe. To mlze vést k nerovnovaze v ekosystémech, tedy ke zméndm v druhového
slozeni biotickych spolecenstev a thynu jednotlivych druhti [30].
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2.4.2.2. Hydrosféra

Amoniak je vysoce toxicky pro vodni organismy, a proto ma negativni vliv na hydrosféru. Je
vysoce rozpustny ve vodé, a i pfi nizkych koncentracich miize zpisobovat uhyn zejména ryb
[30]. Amoniak je pro ryby toxicky zejména v nedisociované formée, tedy ve formé NHs. Zvyseni
pH a teploty vede k vysSi toxicit¢ amoniaku. Amoniak ve vodé naruSuje energeticky
metabolismus nervovych bun¢k tim, Ze se vaze na kyselinu a-ketoglutarovou v Krebsové cyklu,
coz snizuje produkci ATP a vytvari toxicky glutamin. Diky tomu dochézi k naruseni normalni
funkce nervového systému a zptisobuje to neurologické poruchy ryb [33]. Pfiznaky intoxikace
jsou zvysena aktivita, zrychlené dychani a problémy s rovnovahou. Nasledn¢ dochézi k uhynu
jedince [34]. Pii1 vyssi koncentraci amoniaku ve vodé dochazi také k eutrofizaci dané vody.
K eutrofizaci dochazi v ptirod¢ piirozen¢ diky rozkladu mrtvych organismi a vylucovani
dusiku z ryb. Mtze k nému ale také dojit antropogennim vlivem, kde je vysoké mnozstvi Zivin
ve form¢ dusiku a fosforu produkovano, zejména v zeméd¢lstvi, ale také z odpadni vody. Pti
eutrofizaci dochazi k nadmérnému mnozeni sinic a planktonu (vodni kvét). Nasledné dochazi
k zastinéni dna, zooplankton se zivi fytoplanktonem a snizuje se hladina kysliku ve vodé, a
zvySuje se pH. Pfi zvySeni pH a sniZzeni hladiny kysliku dochazi k zvySeni koncentrace
amoniaku ve vodé a dochazi k autointoxikaci ryb, protoze ryby samy produkuji amoniak [35].

2.4.2.3. Pedosféra

Vzhledem k obsahu zivin v molekule amoniaku se amoniakalni siil hojné pouziva jako hnojivo,
samotny amoniak ma vSak i negativni vliv na pidu, které se projevuji v kvalité¢ pady, a
schopnosti podporovat rist rostliny. Amoniak jako takovy je v pudé prevazné ve formé
amonnych iontl, které jsou pti nizsi koncentraci kli€ovym zdrojem zivin pro rostliny. Pti vyssi
koncentraci amoniaku vSak dochazi k inhibici nekterych enzymt, které jsou dilezité pro
nitrifikaci. Tedy procesu pfemény amoniaku na dusi¢nany. Tim se muzou zacit v rostling
akumulovat toxické latky jako dusitany. Dojde tak k sniZeni dostupnosti Zivin pro rostlinu.
Amoniak také ptispiva k okyselovani ptid. Kyselejsi plidy jsou méné trodné nez nekyselé [30].

2.5. Metody stanoveni amoniakalniho dusiku

V soucasné dob¢ existuje cela fada metod pro stanoveni amoniakalniho dusiku, tyto metody se
lisi podle doby potiebné na stanoveni, laboratorniho vybaveni, meze detekce, meze
stanovitelnosti. Kazdda metoda, ale vyuzivd néjakou z fyzikalné-chemickych vlastnosti
amoniaku pro jeho stanoveni. Mezi metody stanoveni amoniakalniho dusiku patii metody
volumetrické, metody elektrochemické, metody spektrofotometrické a metody
chromatografickeé.

2.5.1. Volumetrické metody

Volumetrickd metoda stanoveni amoniakdlniho dusiku patii k nejbéznéjsi metod€¢ jeho
stanoveni. Postup stanoveni nevyzaduje drahé laboratorni pomtcky, ani financné narocné
pfistroje. Postup stanoveni se skldda z destilace amoniaku a ndsledného stanoveni obsahu
amonnych iontl titraci. Tato metoda se zejména pouziva pro vzorky obsahujici vice nez 5 mg/1
amoniaku. Cely proces stanoveni se sklada z reakci vzorku s kyselinou chlorovodikovou. Smés
se protiepe a necha se v klidu, dokud neustane uvoliiovani oxidu uhli¢itého. Nasledné se smés
prefiltruje a roztok se pouzivd dale. Pak se pifida nadbytek zisady (NaOH) ke vzorku
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v destilacni banice. Amonné ionty reaguji s hydroxidem sodnym za zvysSené teploty za vzniku
amoniaku, sodné soli a vody podle reakce (9).
NH,Cl+ NaOH - NH; + NaCl + H,0 9)

Ptidaji se varné kaminky, k zamezeni skrytého varu. Baiika je nasledné zahfivana. Destiluje se
rychlosti zhruba 100 ml za 10 az 15 minut. Destilace probihd podobu 40 minut, po této dob¢ uz
je nepravdépodobné dalsi uvoliiovani amoniaku. Do jimaci baiiky se pfida nadbytek kyseliny,
nejcastéji kyseliny trihydrogenborité, ale lze pouzit také kyselinu sirovou nebo kyselinu
chlorovodikovou. Amoniak reaguje s kyselinou za vzniku amonné soli viz reakce (10).

2NH; + H,S0, - (NH,),S0, (10)

Spi¢ka chladi¢e by méla byt pod hladinou kyseliny, aby amoniak probublaval a dochazelo
absorpci. Po skonceni destilace je potfebné chladic jesté proplachnout destilovanou vodou, aby
byl veskery vznikly amoniak kvantitativné preveden do jimaci baiky. Pfebytek kyseliny se pak
zpétné titruje na standardni roztok hydroxidu sodného za ptitomnosti indikatoru (fenolftalein)
za vzniku soli a vody viz reakce (11).

H,S0, + 2NaOH — Na,S0, + 2H,0 (11)

Provadi se také slepa zkouska za stejnych podminek a odkéze se na ni ve vypoctu kone¢né¢ho
vysledku. Vysledek se vétSinou udava jako % zastoupeni amoniakalniho dusiku v matrici.
V zavislosti druhu vzorku se li§i meze opakovatelnosti a meze reprodukovatelnosti. V soucasné
dobé je stanoveni amoniakalniho dusiku napf. v hnojivech normovano podle normy CSN EN
15475 [36].

Obr. 4 Destilacni aparatura pro stanoveni amoniakalniho dusiku volumetricky [36]
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2.5.2. Elektrochemické metody

Elektrochemické metody patii mezi analytické metody, které méfi fyzikalné-chemické veli¢iny
a koncentrace latek. Zékladni podminkou téchto metod je, Ze stanovovana latka musi byt
schopna pfenaset elektricky naboj. Amoniak je molekula, ktera je schopna nést elektricky néboj,
a proto mohou byt elektrochemické metody pouzity pro jeho stanoveni. Amonn¢ ionty musi byt
rozpustény v néjakém rozpoustédle, které nema vliv na vodivost, pokud bychom stanovovali
amoniakalni dusik pfimo ve fugatu, tak se elektrody zniCi. Je tedy potieba ho extrahovat a
nasledn¢ stanovit. Mezi elektrochemické metody, kterymi mizeme stanovit amoniak jsou
potenciometrie a konduktometrie [37].

2.5.2.1. Potenciometrické stanoveni amoniakalniho dusiku

Potenciometrie je elektrochemicka metoda, ktera vyuziva pro stanoveni koncentrace sledované
latky méfeni elektromotorického napéti (EMN) elektrochemickych ¢lankd, kterymi protéka
prakticky nulovy proud. Elektrochemicky clanek se skladd z referencni elektrody (napéti
konstantni) a mérné (indika¢ni) ponofené do analyzovaného roztoku. Elektricky potencial
mérné elektrody zéavisi na koncentraci stanovované latky, v naSem ptipadé¢ amoniaku.
Elektromotorické napéti je rozdil téchto 2 potencidli a je imérné mifte aktivity (koncentrace)
sledované latky. Pro amoniak existuje amoniova iontové-selektivni elektroda, tedy elektroda,
ktera méti pouze aktivitu amonnych iontd. Toho se da vyuzit pfi nezndmém vzorku, ktery mtize
obsahovat 1 jiné ionty. M¢cfeni probihd v zasaditém prosttedi (pH>9), za stdlého michéni.
Koncentrace amonnych iontd se miize pohybovat od desitek mikrogrami, az po stovky
miligramt na litr. Ve vzorcich s vysokym obsahem chloru se musi nejdiive ptidat thiosiran
sodny. Pro kalibraci se pouziva roztok o znamé koncentraci amoniaku [38].

2.5.2.2. Konduktometrické stanoveni amoniakalniho dusiku

Konduktometrie se zabyva métenim vodivosti (G) roztoku elektrolytu v rozpoustédle (voda).
Metoda je zaloZzena na schopnosti roztoku vést elektricky proud. Pfi konduktometrii se
pouzivaji 2 elektrody, mezi kterymi si méfi proud [39]. Pfi stanoveni amoniakélniho dusiku se
pouziva pfima konduktometrie, jeji pouziti je ale omezené, protoze vodivost vétSiny iontl je
nespecificka a aditivni [40]. Méfeni miiZe byt ruSeno vodikovymi kationty nebo hydroxidovymi
anionty, protoZe maji vysokou molarni vodivost. Kalibrace se provadi na roztok KCl. Nevyhodu
metody je, Ze je neselektivni, roztok tedy pro piesné stanoveni musi obsahovat jen jednu slozku.
Vyhodou je velka citlivost, miZeme tedy stanovit i stopovd mnozstvi amonnych ionti [39].

2.5.3. Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrie je analytickd metoda, ktera vyuziva schopnosti latek pohlcovat
elektromagnetické zatreni, zejména ve viditelné nebo ultrafialové oblasti spektra, v menSim
pfipad¢ infracervené zafeni. Kazda latka, kterd je néjak zabarvend je schopna absorbovat
viditelné zateni. Schopnost absorbovat elektromagnetické zateni zavisi na struktufe dané latky.
Kazda latka schopna absorbovat zafeni ma svoje absorpcni spektrum, tedy je rozsah vinovych
délek zareni, ve kterém latka absorbuje zafeni. Latky maji sva absorpcni maxima a absorp¢ni
minima. Pro pfesné a spravné méteni se meti pii vinové délce, pii které ma dand latka absorpcni
maximum. Pomoci spektrofotometrie jsme schopni stanovit koncentraci latky v roztoku.
Amonn¢ ionty lze stanovit spektrofotometricky po reakci s vhodnym c¢inidlem[41]. Zakladni
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¢inidla, které po pfidani k amonnym ionttim tvoii zbarveni, jsou Nesslerovo ¢inidlo (K>[Hgls]),
indofenol a salicylat [38].

0O
0] OH
NZ~
HO
OH
Obr. 5 Vzorce indofenolu a salicylatu

2.5.3.1. Nesslerova metoda stanoveni amonnych ionti v roztoku
Amonn¢ ionty lze stanovit spektrofotometricky reakci s Nesslerovym ¢inidlem. Kalibrace se
provadi stanovenim absorbance pro roztoky o zndmé koncentraci amonnych iontii. Absorbance
se mefi v 1 cm sklenéné kyveté. Princip této metody je zalozen na reakci amoniaku a hydroxidu
alkalickych kovt s tetrajodrtutnatanem sodnym nebo draselnym (Nesslerovo ¢inidlo) za vzniku
jodidu viz reakce (12).

2[Hgl,)*” + NH; + 30H™ < [Hg,N]I - H,0 + 71~ + 2H,0 (12)

Vznikly jodid je mélo rozpustnd Zlutohnédé slou€enina, pti nizkych koncentraci amoniaku se
vytvari zluty koloidni roztok, ktery se da fotometricky stanovit v 1 cm kyvet¢ pii vinové délce
mezi 425-450 nm. Mira absorbance je imérnéa koncentraci amonnych iontt [42]. Vyhodou této
metody je rychlost, nevyhodou je prace s vysoce toxickou latkou (rtut'naté stl) a nasledny vznik
toxického odpadu. Dalsi nevyhoda je, Ze pfi reakénich podminkach, tedy alkalickém prostiedi
absorbuji huminové latky, které jsou velmi Casto obsazeny v pfirodnich vodach, pfi stejné
vlnové délce, vysledek proto mize byt zkresleny. Z téchto divodii se v souc¢asné dob¢ tato
metoda uz ptili§ nepouziva [43].

2.5.3.2. Indofenolova metoda stanoveni amonnych ionti

Indofenolovéa metoda stanoveni amoniakalniho dusiku je lepsi varianta neZ Nesslerova metoda,
protoze pii Nesslerové metod¢ vznika odpad obsahujici rtut’, ktera je toxicka. Pii indofenolové
metod¢ vznikaji slouceniny, které jsou zbarvené do modra. V minulosti metoda nebyla pfili§
pouzivana, protoze jeji vysledky nebyly spolehlivé vlivem nestabilnich a $patné stanovitelnych
¢inidel, proto byly tyto ¢inidla nahrazena stabilnimi. Fenol byl nahrazen salicylanem a chlornan
sodny byl vyménén za dichlorisokyanuratan [44]. Reakce je katalyzovéana nitroprussidem
sodnym. Amonné¢ ionty reaguji s dichlorisokyanouratanem za vzniku chloraminu. Ten nasledné
reaguje se salicylanem za vzniku indofenolového barviva dle rovnice (13). Nitroprussid sodny
ma zlutou barvu, a proto je vysledna barva roztoku zelena. Reakce ale neni okamzita, proto se
roztok nechava vybarvit. Takto zbarveny roztok uZ lze stanovit ve spektrofotometru. Touto
metodou lze stanovit amoniakalni dusik v pitnych vodéach, odpadnich vodéach a v zavislosti na
rozsahu 1 primyslovych odpadnich vodach [45]. Piesné stanoveni je normovano podle normy
CSN 7150-1 [46].
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2.5.4. Chromatografické metody

Kapalinové chromatografie patii mezi metody separace slozek ze smési v zavislosti jejich
schopnosti se vdzat na stacionarni a mobilni fazi. Tyto 2 faze se od sebe 1isi n¢kterou zakladni
fyzikalné-chemickou vlastnosti (polarita). Analyty jsou unaseny mobilni fazi a rychlost jejich
pohybu zavisi na tom, jak moc se poutaji na staciondrni fazi, ¢im vice se poutaji, tim pomaleji
jsou unaSeny [45]. Pro stanoveni amoniakalniho dusiku se da pouzit metoda iontové
chromatografie s konduktomertickou detekci. Ta se pouziva pro rozsah 4-100 pg/1 [47].

2.5.5. Prutokova analyza

Prutokova analyza je analyticky pfistup, diky kterému jsme schopni stanovit koncentraci
studované latky. Nejvyznamnéjsi je priitokova injek¢ni analyza, ta je zaloZena na koncepci
davkovani presnych objemul vzorku a ¢inidel do kontinudlniho toku nosného média, to mlize
obsahovat reak¢ni c¢inidlo. Dochazi k reprodukovatelnému sledu chemickych reakci a
transportu k detekénimu zafizeni. Tato metoda ma vysokou reprodukovatelnost. Pritokovy
analyzator se skladd ze Ctyf zakladnich modull, mezi né patfi dopravni/Cerpaci modul.,
davkovaci modul, reakéni modul a detek¢ni/vyhodnocovaci modul. Je mozné stanovit i
vicesloZkovou smés v pfitomnosti jediného neselektivniho reakéniho ¢inidla. Mezi hlavni

vyhody patii rychlost a efektivita metody [48].

2.6. Porovnani metod
Existuje mnoho metod stanoveni amoniakdlniho dusiku, kazd4 z téchto metod ma své vyhody
1 nevyhody. Volumetrickd metoda neni casové pfili§ naro¢nd, a 1ze pomoci ni stanovit piesné
hodnotu amoniakalniho dusiku pfi jeho vyssi koncentraci. Ma také nizké naklady, protozZe je
potieba jen byreta a indikétor, nebo pH-metr [49]. Elektrochemické metody jsou uz presnéjsi,
selektivni elektroda. Tato metoda ma vSak uskali sohledem na mozZné interference.
Spektrofotometrické metody jsou rychlé na provedeni a maji nizkou mez detekce (LOD) a mez
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instrumentace [51]. U chromatografickych metod je pak zapotiebi plynovy nebo kapalinovy
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chromatograf. Jejich vyhodou je ale velmi nizk4 hodnota meze stanovitelnosti a meze detekce.
Casové je také nenaroéné [52]. Metody stanoveni amoniakéalniho dusiku byly porovnany.

Tabulka 1. meze detekce, meze stanovitelnosti, instrumentace a orientacni doba analyzy pro jednotlivé
metody stanoveni amoniakalniho dusiku (bez doby nutné na standardizace a kalibrace)[49; 50; 51; 52]

Metoda LOD [mg/l] | LOQ [mg/l] Vybaveni Cas [min]
Volumetricka 0,5 1 Indikator, byreta 20
Elektrochemicka 0,01 0,03 ISE elektroda 5-10
Spektrofotometricka 0,01 0,03 Spektrofotometr 60
Chromatograficka 0,05 0,15 Chromatograf 5

Orienta¢ni doba analyzy je v tabulce vypsana bez standardizace a nutné kalibrace metody. Doba
analyzy vzorku u danych metod se tedy li§i v z&vislosti na tom, zda je potfeba krok kalibrace,
nebo standardizace ¢inidel provést. U volumetrické metody stanoveni je potfeba standardizovat
roztok hydroxidu sodného pomoci kyseliny stavelové, tento krok zabere nejméné 30 minut. U
spektrofotometrického kroku je potieba nechat vzorek s reakénimi ¢inidly vybarvit, tento
proces trva jednu hodinu [53]. Pro spektrofotometrické metody stanoveni byly vyvinuty
mobilni soupravy, které vyrazné zkrati dobu vybarvovani, a to na 10-15 minut. Oproti béznym
spektrofotometrickym metodam jsou tedy rychlej$i. Samotné soupravy jsou podle normy CSN
ISO 17381 [54], poskytuji spolehlivé vysledky, a proto mohou byt za takovych podminek
dané stanoveni. Také obsahuji pracovni postup a rozsah, pfi kterém je dana souprava schopna
méfit. Jednotlivé spektrofotometry kompatibilni s danymi soupravami ve svém software jiz
obsahuji kalibracni zavislost, tim se doba analyzy jesté zkrati.
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3 EXPERIMETALNI CAST

3.1.1. Instrumentace
e Spektrofotometr — Spectroquant® Prove 300
e Spektrofotometr - SPECORD 50 PLUS

3.1.2. Chemikalie a laboratorni pomiicky

e Destilovana voda

e Chlorid amonny p. a., NH4Cl (PENTA)

e Hydroxid sodny p. a., NaOH (PENTA)

e Kyselina chlorovodikova p. a., HCl (PENTA)

e Kyselina stavelova p. a., CoH204 (Lach-ner, s.r.0.)

e Uhlicitan sodny p. a., Na2CO3 (LACHEMA)

e Fenolftalein (1 %)

e Methyloranz

e Sklenéné odmérné banky, pipety, destilacni barky, vertikalni chladi¢, destila¢ni trubice
s lapadem kapek, byreta, nalevka, sklenéna tyc€inka, biichnerova nalevka, kyveta,
odsavaci lahev

e Stojany, drzaky, svorky

e Topna deska (Eta)

e Analytické vahy (Scaltec)

e Filtracni papir

e Vzorky digestatu (Bioplynova stanice Bratcice)

e Mobilni souprava 1.14752.0002 — Ammonium Test (Merck) (0,05-3 mg/1)

e Mobilni souprava 1.00683.0001 — Ammonium Test (Merck) (2-150 mg/1)

3.2. Navrh metodiky stanoveni amoniakalniho dusiku z odpadi bioplynové
stanice

Pro névrh metodiky stanoveni amoniakalniho dusiku bylo potfeba zvazit dobu analyzy,
potiebnou instrumentaci a vhodnost pro stanoveni v dané matrici. Navrh metodiky stanoveni
amoniakalniho dusiku z redlnych matric se skldda ze dvou krokt. Prvnim krokem je destilace
latek, obsahujicich amoniakalni dusik. Druhym krokem je spektrofotometrické stanoveni.
Bézné se stanovuje amoniakalni dusik z matric pomoci destilace s naslednym volumetrickym
stanovenim. Volumetrické stanoveni ma vSak vyS$$i mez stanovitelnosti, proto byla pro druhy
krok vybrana spektrofotometrie. Divod vybéru téchto dvou kroku je takovy, ze destilace ma
vyhodu selektivni separace a spektrofotometrie snizi mez stanovitelnosti, oproti volumetrickym
metodam. Destilace pouzitd v experimentalni ¢asti je modifikace destilace podle CSN EN
15475 [36]. Jejim principem je reakce latky obsahujici amoniakélni dusik s hydroxidem pii
zvySené teploté. Tim se produkuje amoniak, ktery je veden do jimaci ldhve s kyselinou, kde
vznikd amonna stl. Timto procesem perfektné separujeme amoniakalni dusik od ostatnich latek
pritomnych ve slozité matrici vzorku. Druhym krokem je spektrofotometrické stanoveni. To by
pfi pouZiti normalizované indofenolové metody trvalo pomérné dlouho, protoze se roztok pro
spektrofotometrické stanoveni vybarvuje 1 hodinu. Proto byly pro spektrofotometrické
stanoveni pouzity mobilni soupravy, ty obsahuji vSechny latky potiebné pro
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spektrofotometrické stanoveni a snizi dobu analyzy na 10-15 minut. Pro analyzu byly pouzity
soupravy 1.14752.0002 — Ammonium Test a 1.00683.0001 — Ammonium Test. Obé soupravy
maji jiny pracovni rozsah. Vysledky byly méfeny na spektrofotometru Spectroquant® Prove
300, ktery ma ve svém software jiz naprogramované kalibrac¢ni zavislosti pro dané mobilni
soupravy. Jedna se o spektrofotometr s xenonovou lampou, dokaze méfit pii vinovych délkach
UV/VIS zateni. Je kompatibilni s kyvetami o velikosti 10, 20 a 50 mm.

Obr. 6 Spectroquant® Prove 300 [55]

3.2.1.Priprava hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové o presné koncentraci pro
destila¢ni krok metodiky méreni

Byly pfipraveny roztoky kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného o pfesné koncentraci.
Pro pfipravu roztoku hydroxidu sodného o piesné koncentraci byl pouZit hydroxid sodny
v pevném stavu. Pecicky hydroxidu sodné€ho jsou vysoce hygroskopické a absorbuji CO, ze
vzduchu, také obsahuji necistoty, proto nemizeme z navazky presné stanovit jeho koncentraci
a je potfeba roztok standardizovat pomoci kyseliny stavelové. Byl pfipraven roztok hydroxidu
sodného o pfiblizné koncentraci 0,1 mol/l a 1 mol/l. Roztok hydroxidu o pfiblizné koncentraci
0,1 mol/l byl poté pouzit pfi optimalizaci destilacniho kroku metodiky. Roztok hydroxidu o
pfiblizné koncentraci 1 mol/l byl pouZit pii destilaci jednotlivych bodl kalibra¢ni kiivky a pfi
destilaci vzorkii. Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 4 desetinna mista navazeno
4,0559 g a 40,2280 g hydroxidu sodného. Navazky byly kvantitativné pievedeny do odmérnych
ban¢k a destilovanou vodou doplnény na objem 1 1. Thned poté byly roztoky ptelity do zasobni
plastové nadoby. Takto pfipravené roztoky hydroxidu byl standardizovany pomoci kyseliny
Stavelové. Na analytickych vahach bylo navazeno 0,6464 g a 6,5485 g dihydratu kyseliny
Stavelové, navazky byly rozpustény v kadinkach a kvantitativné pfevedeny do odmérnych
ban¢k (100 ml), odmérné baiiky byly po rysku doplnény destilovanou vodou. Pro standardizaci
roztoku hydroxidu o pfiblizné koncentraci 0,1 mol/l byl pouzit roztok kyseliny s niz§i navazkou
a pro roztok hydroxidu o pfiblizné koncentraci 1 mol/l byl pouZit roztok kyseliny s vyssi
navazkou. Postup standardizace byl stejny pro obé koncentrace. Do titracnich ban¢k bylo
napipetovano vzdy 10 ml roztoku kyseliny. Byly pfidany 3 kapky roztoku fenolftaleinu a
titrovalo se do prvniho trvalého nariizovélého zbarveni. Takto se titrovalo celkem 3x a vypocital
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se prumer spotieby hydroxidu, ze kterého se nasledn¢ vypocitala koncentrace. Hydroxid sodny
reaguje s kyselinou $tavelovou podle rovnice 16.
H,C,04 + 2NaOH - Na,C,0, + 2H,0 (16)

Tabulka 2. spotfeby hydroxidu sodného, priimérnd spotieba a koncentrace

NaOH Vi [ml] V> [ml] V3 [ml] priamer [ml] ¢ [mol/1]
¢ =0,1 mol/l 10,85 10,85 10,90 10,87 0,0944
c =1 mol/l 11,20 11,20 11,20 11,20 0,9276
Vypocet koncentrace hydroxidu sodného o piiblizné koncentraci 0,1 mol/I:
Mypq " 2 0,6464g - 2

_ - = 0,0944 mol/l
NaOH = e Vvaom - 10 126,079 /mol - 0,01087L - 10 mol/

Vypocet koncentrace hydroxidu sodného o piiblizné koncentraci 1 mol/l:
B Mypg * 2 B 6,5485g - 2 — 0.9276 mol/I
CNaOH = =y — 10 = 126,079 /mol - 001121 - 10 _ 0276 mol/

Pro ptipravu kyseliny chlorovodikové o piesné koncentraci byla pouzita 35 % HCIL. Byly
ptipraveny 2 roztoky kyseliny chlorovodikové o ptiblizné koncentraci 0,1 mol/l a 1 mol/l. Do
odmérnych ban¢k s 500 ml destilované vody (1 1) bylo napipetovéano 8,80 ml a 88,00 ml 35 %
roztoku kyseliny chlorovodikové. Odmérné banky byly doplnény po rysku destilovanou vodou.
Takto ptipravené roztoky byly standardizovany pomoci vysuSené¢ho uhli¢itanu sodného. Na
analytickych vahach bylo navdzeno 0,5315 g a 5,3144 g uhli¢itanu sodného. Navazky byly
rozpustény v kadince s destilovanou vodou a kvantitativné pfevedeny do odmérnych ban¢k 100
ml. Odmérné banky byly po rysku doplnény destilovanou vodou. Pro standardizaci roztoku
kyseliny o pfiblizné koncentraci 0,1 mol/l byl pouzit roztok uhli¢itanu s niz§i navazkou a pro
roztok kyseliny o pfiblizné koncentraci 1 mol/l byl pouzit roztok uhli¢itanu s vyssi navazkou.
Postup standardizace byl stejny pro ob€ koncentrace. Do titracnich ban¢k bylo napipetovano
vzdy 10 ml roztoku uhli¢itanu sodného. Byly ptidany 3 kapky roztoku methyloranZze a titrovalo
se do oranzového zbarveni. Takto se titrovalo celkem 3x a vypocital se primér spotieby
kyseliny, ze kterého se nasledné vypocitala koncentrace. Kyselina chlorovodikova reaguje
s uhli¢itanem sodnym podle rovnice (14).

2HCl+ Na,C0O3 —» NaCl + H,0 + CO, (14)

Tabulka 3. spotteby kyseliny chlorovodikové, primérné spotieba a koncentrace

HCl Vi [ml] V> [ml] V3 [ml] priameér [ml] ¢ [mol/1]
¢ =0,1 mol/l 10,00 10,00 10,00 10,00 0,1003
c =1 mol/l 9,70 9,70 9,70 9,70 1,0338
Vypocet koncentrace kyseliny chlorovodikové o piiblizné koncentraci 0,1 mol/I:
Myp * 2 0,5315g - 2
CHel = 10 - 105,999 /mol -0,011-10 _ 1003 mol/l

Vypocet koncentrace kyseliny chlorovodikové o ptiblizné koncentraci 1 mol/I:
Myp - 2 5,3144g - 2

CHcl = Myn Vige, - 10 = 105,99g/mol - 0,00971 - 10

= 1,0338 mol/l
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3.2.2. Optimalizace destila¢niho kroku vybrané metodiky stanoveni amoniakalniho
dusiku

Nejprve je potfeba optimalizovat destilacni proces. Tedy ovéfit, jestli je metodu mozno pouzit
pro nase specifické pozadavky, a pokud ano, tak zjistit pii jakych podminkadch dosdhneme
nejlepsi opakovatelnosti a piesnosti. Podle normy CSN EN 15475 [36] je potieba piesné
mnozstvi latky obsahujici amoniakalni dusik rozpustit, nebo ziskat jeji vodni vyluh. Poté se do
destilacni banky pfida dostatecné mnozstvi zasady. Nasledné€ je smés potieba zahtat a piivést
k varu. To zplisobi produkci amoniaku, ktery se ptes destilacni aparaturu dostane az od banky
obsahujici nadbytek kyseliny, kterd s amoniakem reaguje a vznikne sil. Je potfeba aby usti
chladice bylo ponofeno pod hladinou kyseliny a nedochazelo tak ke ztratdm a vzniku negativni
chyby. Doba 45 minut by méla byt dostate¢na k tomu, aby byl uvolnén veskery amoniak a
destilaci je mozno ukoncit. Pomoci zpétné titrace je pak mozné dopocitat mnozstvi
vyprodukovaného amoniaku.

3.2.2.1.Titra¢ni stanoveni amonnych ionti po destilaci 45 min

Chlorid amonny je latka obsahujici amoniakalni dusik, proto mtize byt pouzit pro optimalizaci
metody. Dale je potieba kyselina a zasada, v nasem piipadé byl pouzit roztok hydroxidu
sodného (0,1 mol/l), ten reaguje s chloridem amonnym podle rovnice (15) a roztok kyseliny
chlorovodikové (0,1 mol/l), ta reaguje s amoniakem podle rovnice (16). Na analytickych
vahdch bylo pfesné navazeno + 5 g chloridu amonného. Navazka byla kvantitativné prevedena
do kadinky, kde byla rozpusténa v cca 50 ml destilované vody. Po rozpusténi byl roztok
kvantitativné preveden do destilacni banky s plochym dnem a varnymi kaminky. Poté bylo do
kadinky napipetovano 100 ml hydroxidu sodného o ¢ = 0,0944 mol/l. Do uzaviratelné baiky
pro jimani amoniaku bylo napipetovano 120 ml kyseliny chlorovodikové o ¢ = 0,1003 mol/l.
Byla sestavena aparatura pro destilaci. Do destila¢ni baiiky s chloridem amonnym byl pfidan
roztok hydroxidu sodného a batnika byla zahtivana. Rychlost destilace byla zvolena tak, aby
doslo k predestilovani 25 ml roztoku za 10 minut. Od pfivedeni roztoku k varu byl méten Cas.
Po 45 minutach byla destilace ukoncena. Destilat byl pfeveden do odmérné baiiky (250 ml), a
byl doplnén destilovanou vodou. Pro stanoveni mnoZstvi pfedestilovaného amoniaku byla
pouzita titrace nadbytku kyseliny chlorovodikové pomoci roztoku hydroxidu sodného (0,1
mol/l). Do titranich ban¢k bylo vZdy napipetovano 50 ml vzorku a byly pfidany 3 kapky
fenolftaleinu.

NH,Cl+ NaOH —-' NH; + NaCl + H,0 (15)
NH; + HCl - NH,Cl (16)
Tabulka 4. navazky chloridu amonného, spotieby hydroxidu sodného a vysledna procentualni vytéznost
amoniaku
oo , | m(NH4CI) | m(NH3) Vi V> Vs prumér | mx(NH3) | vytéznost
meteni
[2] [2] [ml] | [mil] | [ml] | [mli] (2] [%]
1 0,5030 0,1602 | 6,30 6,25 6,35 6,30 0,1543 96,34
0,5043 0,1606 | 6,35 6,35 6,30 6,33 0,1541 95,95
3 0,4960 0,1579 | 6,50 6,50 6,55 6,52 0,1526 96,63
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Ukazka vypoctu procentudlni vytéznosti pro 1 méfeni:
m; = ((CHCl Vi) — (Cnaon * VNaon fr)) * My,

m, = ((0,1003 mol/1 - 0,121) — (0,0944mol/L- 0,0063L-5)) - 17,031g/mol = 0,1543¢

m,(NHs) 0,1543g

=37 =—— 2 = 96,3409
m(NHs) 0,1602g %

vytézinost =
Jak lze vidét vyse, pramérna procentualni vytéznost pro tento postup destilace stanoveni
amoniakalniho dusiku byla 96,4 %. VSechna méteni byly od sebe v rozmezi 0,68 %.

3.2.2.2.Titra¢ni stanoveni amonnych ionti po destilaci do sucha
Pro zvySeni vytéznosti byla pouzita stejnd metoda destilace, s tim rozdilem, Ze smés roztoku
vzorku s hydroxidem byla zahtivana do uplného vysusSeni. Tim se doba destilace zvysila o vice
nez 15 minut. Teplota varu hydroxidu sodného je 1 390 °C, tato teplota je pfilis vysoka na to,
aby se hydroxid vypatoval spolecné s amoniakem a zkresloval tim vysledky. Proto mizeme
dany postup provést. Nevyhoda tohoto postupu je, Ze povrch destilacni banky je hydroxidem
naleptan.

Obr. 7 Destilacni banka po destilaci do sucha
Tabulka 5. navazky chloridu amonného, spotteby hydroxidu sodného a vysledna procentualni vytéznost
amoniaku
v ., | m(NH4«Cl) | m(NH3) Vi V> V3 pramér | my(NH3) | vytéznost
meétreni
[g] [g] [ml] | [ml] | [ml] | [m]] (2] [%]
1 0,4866 0,1549 | 6,80 6,80 6,80 6,80 0,1503 97,04
2 0,4905 0,1562 | 6,60 6,70 6,50 6,60 0,1519 97,29
3 0,4881 0,1554 | 6,80 6,30 6,30 6,30 0,1503 96,74

Ukazka vypoctu pro 1 méfenti:
m; = ((CHCI *Vier) — (Cnaon * VNaon fr)) * My,
m, = ((0,1003 mol/l-0,121) — (0,0944mol/L - 0,00598I - 5)) -17,031g/mol = 0,1503g

vytézinost =

my(NH3) )
m(NH;)

~0,1503
~0,1549¢g

9

=97,04 %
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Pti destilaci, kdy byl roztok vzorku destilovan do tplného vysuSeni, byla primérné vytéznost
97,02 %. VSechny méteni byly v rozmezi 0,55 %.

3.2.3. Optimalizace spektrofotometrického stanoveni amoniakalniho dusiku

Pro spektrofotometrické stanoveni amoniakalniho dusiku byly pouzity 2 mobilni soupravy.
Kazda z téchto souprav pracuje s jinym rozsahem koncentraci. Mobilni souprava 1.14752.0002
— Ammonium Test ma pracovni rozsah o koncentracich amoniakéalniho dusiku 0,05-3 mg/1 pti
pouziti kyvety o velikosti 10 mm. Druha mobilni souprava 1.00683.0001 — Ammonium Test
ma pracovni rozsah v zavislosti na mnozstvi ptidané¢ho vzorku 2—75 mg/1 pii ptidani 0,2 ml
roztoku vzorku, anebo 5-150 mg/l pii pfidani 0,1 ml roztoku vzorku, za ptedpokladu pouziti
kyvety o velikosti 10 mm. Pro obé¢ tyto soupravy byla ovéiena linearita kalibra¢ni zévislosti
pied a po prvnim destilacnim kroku metodiky. Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 4
desetinnd mista navazeno vzdy takové mnozstvi chloridu amonného, aby po pfevedeni navazky
do odmérné baiiky (100 ml) a doliti po rysku destilovanou vodou byla vysledna koncentrace
amoniakdlniho dusiku 1,5 g/l; 3 g/1; 4,5 g/l; 6 g/l; 7,5 g/l; 9 g/l. Koncentrace amoniakalniho
dusiku byly vybrany s ohledem na ptedpokladané mnozstvi amoniakalniho dusiku ve fugatu,
ve kterém byva piiblizna koncentrace amoniakélniho dusiku v jednotkach gramu na litr.

Ukézka vypoctu navazky chloridu amonného:
Myp,ci"V-c 53,491 g/mol-15g/l- 0,1l

MNH, L= 14,0067g /mol

=0,5729g

Tabulka 6. teoretické hodnoty navazky, realné navazky chloridu amonného pro dané koncentrace a
tesné koncentrace amoniakélniho dusiku

Creoreticks [2/1] teoreticka navazka [g] realnd navazka [g] c [gN]
1,5 0,5729 0,5727 1,4996
3,0 1,1457 1,1456 2,9998
4,5 1,7186 1,7180 4,4986
6,0 2,2914 2,2906 5,9980
7,5 2,8643 2,8644 7,5005
9,0 3,4371 3,4367 8,9991

Ukazka vypoctu presné koncentrace amoniakalniho dusiku:
_ My -myp,c 14,0067g/mol - 0,5727g

‘T Mymc-V 53491 g/mol- 0,11

= 1,4996g/1

3.2.3.1.Méreni absorp¢nich spekter
Mobilni soupravy maji ptedem kalibrovanou vinovou délku, pfi které se méti. Tato vinova délka
je 690 nm. Bylo ale potieba ovéfit, zda je to vinova délka pii maximalni absorbanci, aby bylo
dosazeno nejvétsi citlivosti méfeni. Pro zméfeni absorpEniho spektra byl pouzit spektrofotometr
SPECORD 50 PLUS. Ten byl spojen s pocitatem a pomoci software ASpect UV byl piesné
stanoven rozsah a krok méfeni. Rozsah byl zvolen na 500-800 nm s krokem 0,5 nm. Jako blank
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byla pouzita destilovand voda. Pro samotné métfeni byl nejkoncentrovanéjsi roztok chloridu
amonné¢ho ziedén. Nejprve bylo pomoci mikropipety odpipetovano 0,5 ml do odmérné banky
(50 ml), a po rysku byla batika doplnéna destilovanou vodou. Poté bylo z jiz ztedéné odmérné
banky opét odpipetovano pomoci mikropipety 0,5 ml do dalsi odmérné banky (50 ml), a
nasledn¢ doplnéno destilovanou vodou po rysku. Timto byly ziskany roztoky o koncentraci
8,9991-10% g/1, tedy 89,991 mg/1 a roztok o koncentraci 8,9991-10* g/1, tedy 0,8999 mg/1. Tyto
roztoky byly pfipraveny kvili pracovnimu rozsahu obou mobilnich souprav. Takto pfipravené
roztoky jsou jiz pfipraveny na stanoveni pomoci danych souprav. Pro roztok o niz§i koncentraci
byla pouzita souprava 1.14752.0002. Dle pfilozeného postupu obsazeného v soupravé byl
roztok vybarven. Pfesny postup byl odpipetovat 5 ml roztoku vzorku do uzaviratelné zkumavky,
pridat 0,6 ml reagentu NH4—1 poté pridat jednu 1zicku reagentu NH4-2. Smés promichat do
uplného rozpusténi reagentu 2. Poté nechat smés 5 minut, aby dostate¢né probéhla prvni reakce.
Po 5 minutach piidat 4 kapky reagentu NH4-3 a opét zamichat. Smés nechat dalS$ich 5 minut
reagovat. Pfi této reakci bylo mozné vidét barevny ptechod ze Zluté na zelenou barvu. Po
uplynuti druhé reakéni doby byl vzorek pfipraven pro zméfeni absorpcniho spektra pomoci
spektrofotometru. Absorpcni spektrum pro prvni roztok je mozné vidét v grafu 1.
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Graf 1. Absorpcni spektrum pro soupravu 1.14752.0002 s vyznacenou vinovou délkou 690 nm

Pro roztok s vyssi koncentraci byla pouzita souprava 1.00683.0001. Dle ptiloZzeného postupu
obsazené¢ho v soupravé byl roztok vybarven. Presny postup byl napipetovat 5 ml reagentu
NH4-1 do uzaviratelné zkumavky, napipetovat 0,1 ml roztoku vzorku a pfidat jednu 1zicku
reagentu NH4-2. Smés promichat do uplného rozpusténi reagentu a nechat 15 minut reagovat.
Pti této reakci bylo mozné vidét barevny piechod ze Zluté na zelenou barvu. Po uplynuti reakéni
doby byl vzorek piipraven pro zmeéteni absorpcniho spektra pomoci spektrofotometru.
Absorpéni spektrum pro druhy roztok je mozné vidét v grafu 2.
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Graf 2. Absorpcni spektrum pro soupravu 1.00683.0001 s vyznacenou vinovou délkou 690 nm

3.2.3.2.0véreni linearity kalibraéni zavislosti pro mobilni soupravy pred provedenim
destila¢niho kroku

Mobilni soupravy maji v software spektrofotometru jiz ptipravenou kalibracni zévislost, byla
vSak ovétena jeji linearita, a vliv destilaéniho kroku. Z roztokt pfipravenych v prvni casti
optimalizace spektrofotometrického kroku bylo pomoci mikropipety odpipetovano 0,5 ml
roztoku do odmérné baiky (50 ml) a doplnéno po rysku destilovanou vodou, tim byla ziskana
koncentrace 100x mensi. Tento postup byl proveden jesté jednou s jiz zfedénymi roztoky.
Ziskana koncentrace tak byla 10000x mensi neZ piivodni. Roztoky byly ziedény kvili
pracovnimu rozsahu mobilnich souprav. Pro vybarveni byly pouzity mobilni soupravy
1.00683.0001 a 1.14752.0002. Souprava 1.00683.0001 byla pouzita pro roztoky ziedéné 100x
a souprava 1.14752.0002 byla pouzita pro roztoky zifedéné 10000x. Postupy vybarvovani pro
dané soupravy jsou stejné jako u vybarvovani roztokl pro ziskani absorp¢niho spektra. Pro jiz
vybarvené roztoky byly stanoveny jejich absorbance pii vinové délce 690 nm, protoze mobilni
soupravy jsou kalibrovany na tuto vinovou délku. Kazda koncentrace byla stanovena 3x aby
byl zjistén interval spolehlivosti. Jako blank byla pouzita destilovana voda.

Obr. 8 Roztoky pouzité pro kalibracni kiivku
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Tabulka 7. namétfené hodnoty absorbance roztokl pfi vlnové délce 690 nm, jejich prumeér a interval

spolehlivosti pfi pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002.

c-10°[e] | Ai[] Az [] A3 [-] A[] R[] CI

0 0,064 0,062 0,063 0,063 0,002 0,003
1,4996 0,163 0,184 0,186 0,178 0,163 0,030
2,9998 0,386 0,366 0,357 0,369 0,386 0,038
4,4986 0,540 0,566 0,552 0,553 0,540 0,034
5,9980 0,699 0,675 0,692 0,689 0,699 0,031
7,5005 0,890 0,869 0,900 0,886 0,890 0,040
8,9991 1,011 0,986 0,983 0,993 1,011 0,037

Tabulka 8. naméfené hodnoty absorbance roztokt pti vinové délce 690 nm, jejich primér a interval

spolehlivosti pii pouziti mobilni soupravy 1.00683.0001.

¢ 107gN] | Ai[] A> [] A3 [-] A[] R[] cl

0 0,065 0,07 0,069 0,068 0,005 0,007
1,4996 0,358 0,375 0,373 0,369 0,017 0,022
2,9998 0,65 0,642 0,666 0,653 0,024 0,031
4,4986 0,936 0,918 0,941 0,932 0,023 0,030
5,9980 1,241 1,284 1,266 1,264 0,043 0,056
7,5005 1,588 1,626 1,639 1,618 0,051 0,067
8,9991 1,84 1,818 1,788 1,815 0,025 0,032

Interval spolehlivosti je interval, ve kterém se vysledek nachéazi z 95 %. Interval spolehlivosti
se vypocita jako soucin rozdilu dvou krajnich hodnot a tabelované hodnoty K,, hodnota K, je
tabelovand hodnota, li§i se v poctu méteni, v naSem piipad¢ je rovna 1,304.

Ukézka vypoctu intervalu spolehlivosti pro koncentraci 1,4996-10 g/1
Cl=0178+K,-R=0,178 £ 1,304-0,023 = 0,178 £ 0,030
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Graf 3. kalibracni zavislost pri pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002
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Graf 4. kalibracni zavislost pri pouziti mobilni soupravy 1.00683.0001

3.2.3.3.0véreni linearity kalibra¢ni zavislosti mobilni soupravy po provedeni
destila¢niho kroku

Kwvili zjisténi vlivu destilacniho kroku pii stanovovani neznamého vzorku, a zda si kalibra¢ni
zavislost uchova linearitu, byla kalibracni zavislost zméfena 1 po destilaénim kroku. Postup
stanoveni byl nésledujici: odpipetovat z ptipravené¢ho roztoku chloridu amonného o znamé
koncentraci, pfipraveného v uvodni ¢asti optimalizace druhého kroku metodiky, 50 ml do
destilacni banky. Pfidat mirny nadbytek hydroxidu sodného o koncentraci 0,9276 mol/l
ziedéného na 50 ml, aby doSlo k Gplnému piedestilovani amoniaku. Smés zahtat a ptivést
k varu a destilovat do uplné¢ho vysuSeni roztoku. Také do uzaviratelné lahve, do které tusti
chladi¢, byl pfidan mirny nadbytek kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1,0338 mol/l
zfedéné na 100 ml, aby byl vyvod chladice Gipln€¢ ponofeny. Mirny nadbytek byl pouZit, aby
veSkery piredestilovany amoniak zreagoval za vzniku amonné soli a nedoslo tak ke ztratam.
Mnozstvi pouzité kyseliny a hydroxidu se 1i$i s koncentraci roztoku.

Tabulka 9. teoretické hodnoty objemi kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného pouzitého pro
destilaci pro danou koncentraci

c [g/l] Mnavizka [€] m [g] Vaon [1] Vuci [1]
1,4996 0,5727 0,2864 0,0058 0,0052
2,9998 1,1456 0,5728 0,0115 0,0104
4,4986 1,7180 0,8590 0,0173 0,0155
5,9980 2,2906 1,1453 0,0231 0,0207
7,5005 2,8644 1,4322 0,0289 0,0259
8,9991 3,4367 1,7184 0,0346 0,0311
Ptiklad vypoctu hmotnosti chloridu amonného ve vzorku pro koncentraci 1,4996 g/l:
m = mna;éika — 0’572279 = 0,2864 g
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Ptiklad vypoctu objemu hydroxidu potfebného k uplnému zreagovani pro koncentraci 1,4996
g/l
Myp,cl 0,2864g

V = =
NGO ™ Myp,c1* Cnaon  53,491g/mol - 0,9276mol/!

= 0,0058l

Priklad vypoctu objemu kyseliny potfebné po Uplné zreagovani amoniaku pii koncentraci
1,4996 g/I:
Myp,cl 0,2864g

V = =
NaOH ™ Myy,c1* Cnaon  53,491g/mol - 1,0338mol/!

= 0,0052!

Po destilacnim kroku byly v§echny vzorky ptevedeny do odmérnych ban¢k (500 ml) a doplnény
po rysku destilovanou vodou. Tim byl ziskan roztok s koncentraci 10x mensi nez ptivodni
roztok. Z téchto roztokd bylo odpipetovano vzdy 5 ml do dal§ich odmérmnych banék (50 ml),
které byly doplnény po rysku destilovanou vodou, timto krokem byl ziskén roztok s koncentraci
100x mens$i nez pivodni. Tento roztok uz je mozné stanovit spektrofotometricky pomoci
mobilni soupravy 1.00683.0001. Z takto ptipravenych roztokti bylo odpipetovano 0,5 ml
pomoci mikropipety do odmérnych banék (50 ml), které byly doplnény po rysku destilovanou
vodou. Timto krokem byly ziskany roztoky s koncentraci 10000x mensi neZ piivodni roztok.
Takto ptipravené roztoky uz je mozné stanovit spektrofotometricky pomoci mobilni soupravy
1.14752.0002. Byla zméfena absorbance pii vilnové délce 690 nm v 10 mm kyveté vSech
ptipravenych roztoku. Jako blank byla pouZita destilovana voda. Kazdy roztok byl stanoven 3x
aby byl vypocitan interval spolehlivosti.

Tabulka 10. naméfené hodnoty absorbance roztoki pti vinové délce 690 nm, jejich primér a interval
spolehlivosti pfi pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002.

c 107 [gN] | Ai[ Az [] A3 [] A[] R[] cl

0 0,064 0,062 0,063 0,063 0,002 0,003
1,4996 0,191 0,179 0,185 0,185 0,012 0,016
2,9998 0,395 0,381 0,386 0,387 0,014 0,018
4,4986 0,546 0,559 0,564 0,556 0,018 0,023
5,9980 0,743 0,770 0,760 0,758 0,027 0,035
7,5005 0,918 0,947 0,951 0,939 0,033 0,043
8,9991 1,003 1,035 1,039 1,026 0,036 0,047

Tabulka 11. namétfené hodnoty absorbance roztok pti vinové délce 690 nm, jejich primér a interval
spolehlivosti pii pouziti mobilni soupravy 1.00683.0001.

c 107N | Ai[] Az [] A3 [] A[] R[] Cl

0 0,065 0,07 0,069 0,068 0,005 0,007
1,4996 0,381 0,371 0,368 0,373 0,013 0,017
2,9998 0,665 0,690 0,690 0,682 0,025 0,033
4,4986 0,950 0,940 0,957 0,949 0,017 0,022
5,9980 1,444 1,487 1,456 1,462 0,043 0,056
7,5005 1,698 1,711 1,751 1,720 0,053 0,069
8,9991 1,870 1,842 1,824 1,845 0,046 0,060

31



Vypocet intervalu spolehlivosti je stejny jako u ovéfeni linearni zévislosti kalibra¢ni kiivky
pied destilaci.
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Graf 5. kalibracni zavislost po destilaci pri pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002
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Graf 6. kalibracni zavislost po destilaci pri pouziti mobilni soupravy 1.00683.0001

3.3. Pouziti vybrané metodiky pri analyze odpadniho produktu bioplynové
stanice

Byly analyzovany vzorky digestatu. Jak jiz bylo zminéno, digestat je odpad z bioplynnych
stanic. Sklada se ze separatu (pevna slozka) a fugatu (kapalna slozka). Fugat je latka s vysokym
obsahem Zivin ve form¢ dusiku, proto i1 digestat obsahuje amoniakalni dusik. Samotny digestat
je hnéda latka kaSovité konzistence, kterd nepfijemné zapacha. Byl stanovovan obsah
amoniakalniho dusiku v celkem 4 vzorcich: KS, F1, F2 a F3. Kazdy vzorek mé¢l trochu jinou
konzistenci, konzistence digestatu z&visi na materidlu, ktery je v bioplynové stanici
zpracovavan. Jak jiz bylo vySe zminéno, krok destilace byl vybran pro selektivni separaci
amoniakalniho dusiku. Vzorky timto krokem ztratili zakal.
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Obr. 9 Vzorky pred a po destilaci

Ptiprava roztoku vzorku byla provedena 2 zptisoby. Prvni zpiisob byl na analytickych vahach
pfesné navazit zhruba 10 g promichaného vzorku a kvantitativné ho prevést do odmérné baiiky
(500 ml). Odmérna barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Druhy zptsoby byl na
analytickych vahach pfesné navazit zhruba 10 g promichaného vzorku, kvantitativné ho pievést
do uzaviratelné nadoby a doplnit po 100 ml destilovanou vodou. Tuto nddobu pak ptl hodiny
nechat michat na michacce. Po pll hodiné pfefiltrovat roztok pomoci Biichnerovy nélevky
s filtracnim papirem za snizeného tlaku. Filtrat kvantitativné pievést do odmérné banky
(500 ml) a doplnit po rysku destilovanou vodou. Tim se oddé&lily pevné ¢astice a roztok byl vice
homogenni oproti roztoku ziskanému prvnim zplsobem. Tento postup je upravend verze
ptipravy vyluhu, kde je pfeveden veskery dusik na amoniakalni, z normy CSN EN 15475 [36].
Takto pfipravené roztoky bylo potieba pfedestilovat. Pro destilaci bylo pouZito 100 ml takto
vytvofeného roztoku. Byla sestavena aparatura na destilaci. VZdy bylo pfidano 12 ml roztoku
hydroxidu sodného o koncentraci 0,9276 mol/l doplnéného do 50 ml destilovanou vodou. Do
uzaviratelné baiiky, do které ustil chladi¢, bylo pfidano 10 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 1,0338 mol/l a byla doplnéna destilovanou vodou do 100 ml. Do roztoku vzorku
v destilacni bance byl pfidan roztok hydroxidu a bailkka byla zahtivana. Destilace byla
provadéna do Uplného vypateni roztoku. Vysledny destilat byl pieveden do odmérné barky
(500 ml) a doplnén destilovanou vodou po rysku. Tento roztok bylo mozné stanovit mobilni
soupravou 1.00683.0001. Poté bylo 0,5 ml roztoku prevedeno pomoci mikropipety do odmérné
banky (50 ml) a doplnén po rysku destilovanou vodou. Tento roztok bylo mozné stanovit
spektrofotometricky pomoci mobilni soupravy 1.14752.0002. Postupy pro vybarveni roztokii
jsou stejné jako u meéfeni absorpcniho spektra danych souprav. Jako blank byla pouzita
destilovana voda a absorbance byla méfena pii vlnové délce 690 nm. Také byly zméteny
koncentrace pomoci kalibracni zavislosti obsazené ve spektrofotometru a vysledky byly
porovnany. Cely postup pfipravy roztoku sndslednou destilaci a stanovenim
spektrofotometricky byl pro kazdy vzorek a pro oba zplisoby piipravy roztoku opakovan 3x a
byl vypocitan interval spolehlivosti.
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3.3.1. Vzorek digestatu — KS

Tento vzorek mél nejmensi podil pevnych ¢éstic. Proto ze vSech vzorki nejvice pfipominal

kapalinu. Diky tomuto faktu se s nim dalo manipulovat pielévanim. M¢l hnédou barvu a

nepiijemné zapachal.

Obr. 10

Vzorek KS

Tabulka 12. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku KS ptipraveného prvnim zplisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

c 10

m A MN-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [“0] [mg/1] [g] [“o]
10,0111 0,280 2,0420 0,0510 0,51 0,26 0,0650 0,65
10,0143 | 0,199 1,5524 0,0388 0,39 0,19 0,0475 0,47
10,0355 | 0,221 1,6537 0,0413 0,41 0,21 0,0525 0,52
primér - 0,44 0,55

Cl - 0,16 0,23

Tabulka 13. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku KS ptipraveného druhym zptisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

m A c-107 MN-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [%o] [mg/1] [2] [Y]
10,0720 | 0,214 1,4559 0,0364 0,36 0,2 0,05 0,50
10,3772 | 0,206 1,3895 0,0347 0,33 0,18 0,045 0,43
10,2176 | 0,194 1,2831 0,0321 0,31 0,18 0,045 0,44
pramer - 0,34 0,46

Cl - 0,06 0,08
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Tabulka 14. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku KS pfipraveného druhym zpiisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

m A c-107 N-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [Yo] [mg/1] [2] [%o]
10,0720 | 0,436 1,7413 0,0435 0,43 19 0,0475 0,47
10,3772 | 0,416 1,6468 0,0412 0,40 18 0,0450 0,43
10,2176 | 0,428 1,7058 0,0426 0,42 19 0,0475 0,46
pramér - 0,42 0,46

Cl - 0,05 0,05

Ukazka vypoctu koncentrace z naméfené absorbance pro roztok vzorku KS pfipraveného
prvnim zplsobem s pouZzitim soupravy 1.14752.0002:
Pro vypocet koncentrace byla pouzita rovnice kalibraéni zévislosti ziskand pfi ovétreni

kalibra¢ni zavislosti po kroku destilace pro danou soupravu.
A—0,0489 0,280 — 0,0489
- = =2,0420-10"%g/1

‘T 01134 0,1134
Ukazka vypoctu hmotnosti amoniakalniho dusiku pro roztok vzorku KS ptipravené¢ho prvnim
zptisobem s pouzitim soupravy 1.14752.0002:
Pro vypocet hmotnosti byla potieba zapocitat i jednotlivé zfedéni roztoku.
c-100-5 2,0420-10"*g/l-500
2 2
Vypocet hmotnosti amoniakéalniho dusiku z namétené hodnoty koncentrace danou soupravou

m =

= 0,0510g

je stejny.

Ukézka vypoctu koncentrace z naméfené absorbance pro roztok vzorku KS ptipraveného
druhym zptsobem s pouZzitim soupravy 1.00683.0001:

Pro vypocet koncentrace byla pouzita rovnice kalibra¢ni zavislosti ziskand pii ovéfeni
kalibra¢ni zavislosti po kroku destilace pro danou soupravu.

A-0,0708 0,436 —0,0708 _

0209 02006  _ /H3-107g/1
Ukézka vypoctu hmotnosti amoniakalniho dusiku pro roztok vzorku KS pfipravené¢ho druhym
zpusobem s pouzitim soupravy 1.00683.0001:

c-5 17413 1072g/l-5
2 2
Vypocet hmotnosti amoniakalniho dusiku z namétfené hodnoty koncentrace danou soupravou

Cc =

m = = 0,0435¢g

je stejny.
Ukazka vypoctu procentudlniho zastoupeni amoniakélniho dusiku ve vzorku digestatu KS:
095199 400 = 0,51%
w = = . =0, 0
Myigestat 10'01119

Ukazka vypoctu intervalu spolehlivosti pro procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku ve
vzorku digestatu KS:
Interval spolehlivosti je rozmezi od priméru, ve kterém se z 95 % nachazi vysledek. Rozmezi
se vypo¢ita jako souéin rozdilu dvou od sebe nejvzdalengjsich hodnot a &isla 1,304. Cislo 1,304
je tabelovand hodnota pro zjisténi intervalu spolehlivosti ze 3 hodnot.

Cl =055+ K, R =0,5489 + (0,65 — 0,47) - 1,304 = 0,5489 + 0,23 %
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3.3.2. Vzorek digestatu — F1

Vzorek F1 mél nejvétsi podil pevnych cCastic. Nedalo se ho pielévat, pouze pomoci 1zicky
presouvat z nadoby do nadoby. Jednalo se o kasovitou smes s pevnymi ¢asticemi. M¢l hnédou
barvu a nepiijemné zapachal.

Obr. 11
Tabulka 15. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a C/

Vzorek F1

ro roztok vzorku F1 ptipraveného prvnim zpiisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

m A c-10* N-NH4 w c TN-NH4 w

[2] [-] (/1] [2] [Y0] [mg/1] [2] [Yo]
10,2773 0,119 1,0460 0,0262 0,25 0,11 0,0275 0,27
9,9733 0,109 0,9616 0,0240 0,24 0,10 0,0250 0,25
10,056 0,115 1,0123 0,0253 0,25 0,11 0,0275 0,27
pramér - 0,25 0,26

CI - 0,02 0,02

Tabulka 16. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku F1 pfipravené¢ho druhym zptisobem

omoci soupravy 1.14752.0002

A

c-107

m MN-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [%0] [mg/1] [2] [%]
9,9240 0,127 0,6851 0,0171 0,17 0,11 0,0275 0,28
10,2419 | 0,151 0,8977 0,0224 0,22 0,13 0,0325 0,32
10,1432 | 0,125 0,6718 0,0168 0,17 0,09 0,0225 0,22
pramér - 0,19 0,27

Cl - 0,07 0,12
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Tabulka 17. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku F1 ptipravené¢ho druhym zplisobem pomoci soupravy 1.00683.0001
m A c 107 MN-NH4 w c MN-NH4 w
[g] [-] (/1] [g] [%] [mg/l] [g] [%]
9,9240 0,286 1,0267 0,0257 0,26 12 0,0300 0,30
10,2419 | 0,280 0,9971 0,0249 0,24 11 0,0275 0,27
10,1432 | 0,276 0,9794 0,0245 0,24 11 0,0275 0,27
pramér - 0,25 0,28
Cl - 0,02 - 0,04

Vypocty koncentraci, hmotnosti, procentualniho zastoupeni a intervalu spolehlivosti je stejny
jako pro vzorek KS.

3.3.3. Vzorek digestatu — F2
Vzorek F2 obsahoval také pevné castice, ne vSak v takové mife jako vzorek F1. Manipulovat
se snim dalo pomoci 1zicky. M¢l kaSovitou konzistenci. M¢l hnédou barvu a neptijemné
zapachal.

Obr. 12

Vzorek F2

Tabulka 18. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a C/
ro roztok vzorku F2 pfipraveného prvnim zpiisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

m A c-10* MN-NH4 w c MN-NH4 w

[2] [-] [/1] [g] [Yo] [mg/1] [2] [Yo]
10,0768 | 0,122 1,0798 0,0270 0,27 0,11 0,0275 0,27
9,9944 0,132 1,1642 0,0291 0,29 0,12 0,0300 0,30
10,0964 | 0,134 1,1811 0,0295 0,29 0,13 0,0325 0,32
primér - 0,28 0,30

Cl - 0,03 0,06




Tabulka 19. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI
ro roztok vzorku F2 ptipravené¢ho druhym zplisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

m A c-107 MN-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [] (/1] [2] [Yo] [mg/1] [2] [%o]
9,9311 0,146 0,8579 0,0214 0,22 0,12 0,0300 0,30
10,2778 | 0,188 1,2300 0,0307 0,30 0,15 0,0375 0,36
10,0931 | 0,164 1,0173 0,0254 0,25 0,14 0,0350 0,35
pramér - 0,26 - 0,34

CI - 0,11 - 0,08

Tabulka 20. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI
ro roztok vzorku F2 ptipravené¢ho druhym zplisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

m A c107 MN-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [o] [mg/1] [2] [Yo]
9,9311 0,301 1,0975 0,0274 0,28 13 0,0325 0,33
10,2778 | 0,344 1,3042 0,0326 0,32 16 0,0400 0,39
10,0931 | 0,312 1,1507 0,0288 0,29 13 0,0325 0,32
pramér - 0,29 - 0,35

Cl - 0,05 - 0,09

Vypoclty koncentraci, hmotnosti, procentudlniho zastoupeni a intervalu spolehlivosti je stejny
jako pro vzorek KS.

3.3.4. Vzorek digestatu — F3
Vzorek F3 obsahoval pevné ¢astice ale v malé mife. Dalo se s nim manipulovat pomoci 1zicky.
M¢I hnédou barvu a nepiijemné zapachal.

Obr. 13 Vzorek F3
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Tabulka 21. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI

ro roztok vzorku F3 ptipraveného prvnim zpiisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

m A c-10* N-NH4 w c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [Yo] [mg/1] [2] [%o]
10,0768 | 0,144 1,2655 0,0316 0,32 0,13 0,0325 0,32
9,9944 0,151 1,3330 0,0333 0,34 0,14 0,0350 0,35
10,0964 | 0,161 1,4174 0,0354 0,36 0,14 0,0350 0,35
pramér - 0,34 - 0,34

Cl - 0,05 - 0,04

Tabulka 22. naméfené hodnoty A a c, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakélniho dusiku a CI
ro roztok vzorku F3 pfipraveného druhym zplisobem

omoci soupravy 1.14752.0002

m A c-10* TN-NH4 w c TN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [o] [mg/1] [2] [Yo]
10,8336 | 0,191 1,2566 0,0314 | 0,2900 0,17 0,0425 0,39
10,2330 | 0,160 0,9775 0,0244 | 0,2388 0,14 0,035 0,34
10,1666 | 0,152 0,9110 0,0228 0,2240 0,14 0,035 0,34
prumer - 0,2509 - 0,36

Cl - 0,08599 - 0,07

Tabulka 23. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku a CI
ro roztok vzorku F3 pfipraveného druhym zplisobem

omoci soupravy 1.00683.0001

m A c 107 MIN-NH4 \ c MN-NH4 w

[g] [-] (/1] [2] [Yo] [mg/1] [2] [Y0]
10,8336 | 0,388 1,5110 0,0378 0,35 17 0,0425 0,39
10,2330 | 0,326 1,2157 0,0304 0,30 14 0,035 0,34
10,1666 | 0,321 1,1920 0,0298 0,29 14 0,035 0,34
pramer - 0,31 - 0,36

Cl - 0,07 - 0,07

Vypoclty koncentraci, hmotnosti, procentualniho zastoupeni a intervalu spolehlivosti je stejny
jako pro vzorek KS.




4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace destilacniho kroku metodiky

Pti optimalizaci prvniho kroku metodiky, tedy kroku destilace, bylo zjiSténo, ze se jedna o
metodu, ktera je pro separaci amoniakalniho dusiku vhodnd, je selektivni a pii vhodném
laboratornim uspotadani nedochézi ke ztratam pted dalsi analyzou. Byly testovany dva zptisoby
destilace, prvnim zplsobem byla destilace po dobu 45 minut. Pii tomto provedeni bylo
pramérné ziskano 96,34 % amoniakalniho dusiku. Druhym zptisobem byla destilace do uplného
vysuseni roztoku. Pfi tomto zpiisobu bylo praimérné ziskano 97,04 % amoniakalniho dusiku.
Proto byl pro nasledné stanoveni pouzivan druhy zpusob, diky kterému dochdzelo k mensim
ztratam, tedy vEtsi i¢innosti destilace.

4.2  Ovéreni spektrofotometrického kroku

Pro spektrofotometricky krok byly pouzivany mobilni soupravy, pro které bylo potiteba ovéfit,
zda mobilni soupravy méti pii vinové délce s maximalni absorbanci pro dosazeni nejvétsi
citlivosti a ovéfit také linearitu kalibracni zavislosti. Byly zméteny absorpéni spektra obou
neni to vSak vinova délka s maximalni absorbanci. Ta je pro mobilni soupravu 1.14752.0002
rovna vinové délce 694 nm, a pro mobilni soupravu 1.00683.0001 rovna vinové délce 701 nm.
Pro ovéfeni linearity kalibra¢ni zavislosti byly vytvofeny roztoky o koncentraci 1,5 g/l; 3,0 g/l;
4,5 g/l; 6,0 g/1; 7,5 g/1; 9,0 g/l amoniakalniho dusiku. Pro tyto roztoky byla zmétena absorbance
pred a po kroku destilace pro ob¢ soupravy. Pro obé soupravy bylo zjisténo, ze kalibracni
zavislost je opravdu linedrni. Pfi porovnani kalibra¢nich zéavislosti pfed a po destilaci bylo
zjisténo, Ze po destilaci mély rovnice kalibracni zavislosti obou souprav vétSi smérnici a to
0,1134 a 0,2096 v porovnani se smérnicemi pied destilaci, které byly 0,1078 a 0,1988. Rozdily
nejspise nastaly v fedéni roztok.

4.3 Stanoveni obsahu amoniakalniho dusiku ve vzorcich digestatu

Pti stanovovani mnozstvi amoniakalniho dusiku ve vzorcich digestatu byly pouzity dva
zpiisoby ziskani roztoku pro spektrofotometrickou analyzu. Oba zplisoby ziskani roztoku byly
nasledné ovéfeny fotometrickym stanovenim vybranou metodikou. Pro vzorky digestatu rostla
homogenita nésledujicim zptisobem F1<F2<F3<KS. Vzorek KS byl tedy nejvice homogenni.
S timto trendem rostl i obsah amoniakéalniho dusiku, ktery pro vzorek F1 byl 0,27 %, pro vzorek
F2 byl 0,32 %, pro vzorek F3 byl 0,35 % a pro vzorek KS byl 0,49 %. Hodnoty obsahu
amoniakalniho dusiku pro dany vzorek se liSily pii rizném zplsobu stanoveni, vzorky totiz
byly stanoveny obéma soupravami, ale byla pro n¢ i zméfena absorbance a pomoci zmétené
kalibra¢ni zavislosti byla vypocitand koncentrace. Pro roztok vzorku F1 ziskaném druhym
zpusobem bylo pomoci soupravy 1.14752.0002 zmétena koncentrace a nasledné vypocitano
procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku s intervalem spolehlivosti jako 0,27 + 0,12 %.
Pfes zméfenou absorbanci pii vinové délce 690 nm, pro stejnou soupravu a vypocitané
koncentrace pomoci kalibra¢ni zavislosti vyslo procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku
0,19+ 0,07 %. Hodnoty se li$i 0 0,08 %. Rozdily nejspiSe nastaly nepfesnym zfedénim roztoki,
pfipravenych pro kalibra¢ni zavislost, které vedlo ke kalibra¢ni zavislosti s niz§i smérnici. Pro
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stejny vzorek s piipravou roztoku stejnym zptusobem byla zméfena koncentrace a absorbance
pomoci soupravy 1.00683.0001. Obsah amoniakalniho dusiku ziskaného ze zmétené
koncentrace vysel 0,28 + 0,04 % a obsah amoniakalniho dusiku ziskany pfes absorbanci a
nasledny ptepocet na koncentraci vysel 0,25 £ 0,02 %. Pouzitim této soupravy se rozdil
procentudlniho zastoupeni amoniakalniho dusiku snizil na skoro 0,03 %. Pfi porovnani
mobilnich souprav se hodnoty procentualniho zastoupeni amoniakalniho dusiku ziskaného ptes
zmétenou koncentraci prakticky nelisi. Naopak procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku
ziskaného ze zméfené absorbance se 1isi vyraznéjia to o 0,06 %. Také byla zmétena koncentrace
a absorbance pomoci soupravy 1.14752.0002 pro roztoky pfipravené prvnim zpisobem.
Nasledné¢ byly hodnoty opét pfepocitany na procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku. Pro
vzorek F1 bylo pfes zméfenou koncentraci vypocitano procentudlni zastoupeni amoniakalniho
dusiku jako 0,26 + 0,02 a pies zméfenou absorbanci jako 0,25 + 0,02. Rozdil mezi roztoky
pfipravené prvnim a druhym zplGsobem byl minimalni, pfesto roztoky pfipravené druhym
zpusobem mély vétsi obsah amoniakalniho dusiku. To bylo nejspiSe zplisobeno tim, Ze roztoky
pripravené¢ druhym zplsobem byly lépe homogenizovany nez roztoky pfipravené prvnim
zpusobem. Pro ostatni vzorky byl pozorovan podobny trend jako pro vzorek F1, jedinym
rozdilem byl vzorek KS, pro ktery pii prvnim zplsobu pfipravy vzorku vySlo procentudlni
zastoupeni amoniakalni dusiku jako 0,55 + 0,23 %, a pro roztok piipraveny druhym zptisobem
jako 0,46 £ 0,08 %. Vzorek KS byl uz samotny docela homogenni a neobsahoval zadné pevné
¢astice, proto zpiisob ptipravy roztokl nehral velkou roli. Podle vysledki v Tabulka 12 a Tabulka
13 miizeme vidét, ze samotné hodnoty procentudlniho zastoupeni se od sebe pfilis nelisi kromé
hodnoty 0,65 %. Kvuli této hodnoté vysel interval spolehlivosti 0,23 %, pfi tomto méfeni
nejspiSe doslo k chybé pti fedéni, proto bez tohoto vysledku by se procentualni zastoupeni
amoniakalniho dusiku rovnalo 0,50 %, coZ by vice odpovidalo realit¢.
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5. ZAVER

Cilem této prace bylo navrhnout nejvhodnéjsi metodiku stanoveni amoniakalniho dusiku
v realnych matricich, pfedevSim odpadnich produktii bioplynové stanice. Navrh metodiky
stanoveni amoniakdlniho dusiku bral ohled na rychlost, laboratorni vybaveni, citlivost,
naroc¢nost, a hlavné na matrici vzorku. Amoniakalni dusik je mozné stanovit mnoha zptisoby,
mezi né patfi chromatografie, elektrochemie, spektrofotometrie a volumetrie. Po porovnani
veskerych moznych metod stanoveni byla navrzena metodika pro stanoveni amoniakélniho
dusiku. Tento navrh metodiky se skladal ze dvou po sob¢ jdoucich krokd. Prvnim krokem byla
destilace, tento krok je velice dilezity pro separaci amoniakélniho dusiku ze slozité matrice.
Diky faktu, ze amonné ionty za zvySené teploty reaguji s hydroxidem za vzniku amoniaku, je
tato metoda selektivni vii¢i amonnym iontiim. Amoniak se jimé do kyseliny, kde vzniké opét
amonna sil. Po destilaci amoniakalniho dusiku bézné nasleduje volumetrické stanoveni
nadbytku kyseliny v jimaci bance. Volumetrické stanoveni ma vSak vysokou mez
stanovitelnosti. Proto bylo pro druhy krok metodiky vybrano spektrofotometrické stanoveni.
Tim se snizi mez stanovitelnosti, a dosdhneme v¢Etsi presnosti. Spektrofotometrické stanoveni
amoniakalniho dusiku ma vsSak jednu velkou nevyhodu, a to je ¢as potfebny pro vybarveni
roztokdl s Cinidly pfed vlastnim stanovenim. Pomoci indolfenolové metody dochazi
k vybarvovéni vzorku obsahujiciho amoniakalni dusik, toto vybarvovani trva 1 hodinu. Také je
potieba vytvorit kalibracni zavislost. Proto bylo jako druhy krok zvoleno spektrofotometrické
stanoveni pomoci mobilnich souprav. Mobilni soupravy jsou svymi vysledky porovnatelné
s laboratornim stanovenim. A diky kalibraéni zdvislosti nahrané v metoddch ve
spektrofotometru muzeme vysledky =ziskat rychleji a za produkce mensiho mnozstvi
chemického odpadu. Doba vybarvovani se pouzitim mobilnich souprav snizi na 10-15 minut.
Soupravy obsahuji veskeré potiebné latky pro vybarveni vzorku.

V experimentalni ¢asti bylo potfeba optimalizovat oba kroky metodiky a nasledné metodiku
ovefit pii analyze vzorkd odpadii z bioplynové stanice. Pfi prvnim kroku metodiky, tedy
destilaci, byly vyzkouSeny 2 zplsoby v zavislosti na ¢ase. Pfi prvnim zpiisobu se destilovalo
po dobu 45 minut. Pti tomto zptisobu bylo zjisténo, Zze primérné 96,34 % amoniakalniho dusiku
se predestiluje. Pti druhém zpisobu bylo destilovano do tUplného vysuSeni roztoku, a bylo
zjisténo, ze se prumérné 97,04 % amoniaku ptedestiluje. Z tohoto ditvodu byl pro nasledné
stanoveni vzorku pouzit druhy zpisob destilace. Pro spektrofotometrické stanoveni pomoci
mobilnich souprav byla ovéfena vinova délka méfeni a linearita kalibrac¢ni zéavislosti. Pro
ovéteni vinové délky, pii které soupravy méfi, bylo zméfeno absorpéni spektrum obou souprav.
Timto zplsobem byla zjiSténa vlnova délka s maximalni absorbanci. Ob& mobilni soupravy
méii pti vinové délce 690 nm. Z absorpcnich spekter bylo zjisténo, ze souprava 1.14752.0002
ma absorpcni maximum pii vlnové délce 694 nm. A souprava 1.00683.0001 ma absorpéni
maximum pii vinové délce 701 nm. Soupravy jsou tedy nakalibrovany na vinovou délku
s vysokou absorbanci. Také byla ovétena linearita kalibracni zavislosti pro obé soupravy a vliv
prvniho kroku metodiky, tedy vliv destilace na pribéh kalibracnich kiivek. Kalibra¢ni zévislost
vySla ve vSech ptipadech linearni. Po destilaénim kroku se smérnice kalibracni zévislosti
zvysila u obou souprav a to z 0,1078 na 0,1134 a z 0,1988 na 0,2096.

Névrh metodiky byl ovéfen analyzou vzorkii odpadl z bioplynové stanice, tedy digestatu.
Samotné vzorky se od sebe liSily svoji homogenitou. Roztoky vzorkl byly pfipraveny dvéma
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zpusoby a byly porovnany. VSechny vzorky digestatu obsahovaly od 0,26 po 0,45 %. Vzorky,
které byly vice homogenni mély vétSi obsah amoniakalniho dusiku nez ty, které byly méné
homogenni. Také byly porovnany mobilni soupravy. Soupravy méii pro jiny rozsah
koncentraci. Vysledky koncentrace vSak byly témér stejné, napiiklad pro vzorek KS byly
nameéteny pies soupravu 1.14752.0002 po zapocitani ziedéni koncentrace 20; 18; 18 mg/l. Pies
mobilni soupravu 1.00683.0001 byly zméfeny koncentrace 19; 18; 19 mg/l. Diky ziskané
kalibra¢ni zavislosti amoniakalniho dusiku, zméfené pii vinové délce 690 nm pouzitim
mobilnich souprav, bylo mozné pies zmétenou absorbanci vzorkl pfepocitat na koncentraci
amoniakalniho dusiku. Tyto dva zplisoby ziskdni koncentrace byly porovnany. Pro vzorek F2
pomoci mobilni soupravy 1.14752.0002 byly naméfené koncentrace, po zapocitani ziedéni,
rovny 12; 15; 14 mg/l a koncentrace vypocitané pies absorbanci byly 0,09; 0,12; 0,10 mg/1.
Muzeme vidét, Ze koncentrace namétené pomoci soupravy vychazely vyssi nez vypocitané,
protoZe pfipravené kalibracni zavislosti mohly byt vlivem ziedéni, které mohlo byt nepiesné,
sniz§i hodnotou smérnice. Vysledky koncentrace, které¢ byly zméfeny pomoci mobilni
soupravy pracuji s kalibraéni zavislosti vytvorenou pro dané meéteni, proto byly vysledky
koncentrace zméfeny timto zplisobem spravné. Stejny trend byl pozorovan i1 pro soupravu
1.00683.0001. Vysledné hodnoty procentudlniho zastoupeni amoniakélniho dusiku v danych
vzorcich byly vypocitany primérem hodnot ziskanych pomoci namétené koncentrace. Pro
vzorek KS bylo stanoveno procentudlni zastoupeni amoniakdlniho dusiku jako 0,49 %, pro
vzorek F1 jako 0,27 %, pro vzorek F2 jako 0,32 % a pro vzorek F3 jako 0,35 %.

Navrh metodiky, ktery byl zvolen s ohledem na laboratorni instrumentaci, rychlost, narocnost
a citlivost, splnil o¢ekavani. Destilacni krok perfektné separuje amoniak ze slozité matrice
s minimalnimi ztratami. A pomoci spektrofotometrického stanoveni pfes mobilni soupravy,
zvolenymi pro vétsi citlivost a snizeni meze detekce, jsme schopni rychle, piesné a spravné
stanovit koncentraci amoniakalniho dusiku. Pti ovéfeni metodiky bylo zjisténo, ze metoda je
vhodna pro stanoveni mnozstvi amoniakdlniho dusiku z odpadnich produkti bioplynové
stanice.
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7. SEZNAM OBRAZKU A TABULEK
Obr. 1 Fazovy diagram amoniaku [4]

Obr. 2 Schéma Haber-Boschova procesu /10]

Obr. 3 Hlavni komponenty jednostupniové zemédélské bioplynové stanice [28]
Obr. 4 Destilacni aparatura pro stanoveni amoniakalniho dusiku volumetricky [36]
Obr. 5 Vzorce indofenolu a salicylatu

Obr. 6 Spectroquant® Prove 300 [55]

Obr. 7 Destila¢ni batika po destilaci do sucha

Obr. 8 Roztoky pouzité pro kalibracni kiivku

Obr. 9 Vzorky pted a po destilaci

Obr. 10 Vzorek KS

Obr. 11 Vzorek F1

Obr. 12 Vzorek F2

Obr. 13 Vzorek F3

Tabulka 1. meze detekce, meze stanovitelnosti, instrumentace a orientacni doba analyzy pro
jednotlivé metody stanoveni amoniakalniho dusiku (bez doby nutné na standardizace a
kalibrace)/49; 50; 51, 52]

Tabulka 2. spotfeby hydroxidu sodného, priimérna spotieba a koncentrace
Tabulka 3. spotieby kyseliny chlorovodikové, primérna spotieba a koncentrace

Tabulka 4. navazky chloridu amonného, spotteby hydroxidu sodného a vysledna procentualni
vytéZnost amoniaku

Tabulka 5. navazky chloridu amonného, spotieby hydroxidu sodného a vysledna procentualni
vytéZnost amoniaku

Tabulka 6. teoretické hodnoty navédzky, redlné navazky chloridu amonného pro dané
koncentrace a piesné koncentrace amoniakalniho dusiku

Tabulka 7. naméfené hodnoty absorbance roztokd pii vlnové délce 690 nm, jejich primér a
interval spolehlivosti pfi pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002.

Tabulka 8. naméfené hodnoty absorbance roztokil pii vinové délce 690 nm, jejich primér a
interval spolehlivosti pfi pouZziti mobilni soupravy 1.00683.0001.
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Tabulka 9. teoretické hodnoty objemil kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného pouzitého
pro destilaci pro danou koncentraci

Tabulka 10. naméfené hodnoty absorbance roztokd pii vinové délce 690 nm, jejich primér a
interval spolehlivosti pfi pouziti mobilni soupravy 1.14752.0002.

Tabulka 11. namétené hodnoty absorbance roztokl pti vinové délce 690 nm, jejich prumér a
interval spolehlivosti pfi pouziti mobilni soupravy 1.00683.0001.

Tabulka 12. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku KS ptipraveného prvnim zptisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 13. namétfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku KS pfipraveného druhym zplisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 14. namétfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku KS piipraveného druhym zptisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

Tabulka 15. namétfené hodnoty A a c, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F1 pfipraveného prvnim zpiisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 16. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakalniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F1 pfipravené¢ho druhym zptsobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 17. namétfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F1 ptfipraveného druhym zplisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

Tabulka 18. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F2 pfipraveného prvnim zplisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 19. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F2 pfipraveného druhym zpiisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 20. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F2 ptipraveného druhym zplisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

Tabulka 21. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F3 pfipraveného prvnim zplisobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 22. namétené hodnoty A a ¢, vypocitané procentudlni zastoupeni amoniakélniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F3 pfipravené¢ho druhym zptsobem pomoci soupravy 1.14752.0002

Tabulka 23. naméfené hodnoty A a ¢, vypocitané procentualni zastoupeni amoniakalniho dusiku
a CI pro roztok vzorku F3 ptipraveného druhym zplisobem pomoci soupravy 1.00683.0001

49



